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has  created  and  refined  proteins  for  a  wide  variety  of  specific  purposes.  The 
sequence  of  amino  acids,  the  proteins  building  blocks,  determines  the  three‐
dimensional  folded  structure  of  each  protein which  is  responsible  for most  of  the 
important protein properties. By using the same set of 20 amino acid building blocks, 












Artificial  protein  polymers  are  of  increasing  interest  in  biotechnology3.  Based  on 
natural  protein  structures,  amino  acid  sequences  can  be  chosen  to  create  specific 
folding patterns, and thus, desired material properties. Nature is an endless source of 
inspiration where material scientists can  find basic protein motifs  for  the design of 
new kinds of high performance materials. For  instance, mussels have  the ability  to 
adhere  to  their  support  using  an  adhesive  protein which  is  quite  effective  in  salt 







However,  the  capacity  to  design  and  synthesise  proteins  requires  a  deep 
understanding  of  how  molecular  architectures  assemble  in  nature.  Although 
understanding sequence‐to‐structure relationship in proteins is challenging, there is a 
growing number of peptide  folding motifs  for which  the so‐called  ‘design rules’ are 
becoming available and understood. These motifs  include  α‐helical coils and  the  β‐
structured amyloid‐like assemblies and collagens4. 
Peptides and proteins may be produced by chemical or biological processes. Chemical 
processes  allow  the  effective  production  of  relatively  small  quantities  of  custom‐
made peptides  in a  short period of  time. But  the production of  sequences over 35 
amino  acids  are  generally  not  considered  economically  viable5.  In  addition,  long 
peptides  are  obtained  by  polycondensation  methods,  where  the  chance  of 
introducing sequence errors  increases with  the  length of  the peptide. Recombinant 
methods  allow  the  production  of  pure  (monodisperse)  and  long  proteins  (10‐200 
kDa),  and  are  for  this  purpose  superior  to  chemical  synthesis  routes.  The 
development  of  such  systems  is,  nevertheless,  relatively  long  as  compared  to 
chemical  synthesis6  and  less  effective  for  the  production  and  purification  of  short 
peptides  (10‐30  kDa)5.  The  advances made  in  recombinant DNA  technology  in  the 
past  decade  have  tackled  some  of  the  problems  inherent  to  the  production  of 
recombinant proteins in biological systems, and contributed to their development. In 
particular,  the  use  of  genetically  modified  microorganism  for  the  production  of 





Collagens  are  the  most  abundant  proteins  in  animal  tissue.  They  constitute 
approximately one third of mammalian body proteins, and their main  function  is to 
provide  mechanical  strength  to  different  tissues  and  organs  as  extracellular, 








and  cartilage9‐11.  So  far  29  genetically  distinct  types  of  collagen  have  been 
identified12.  They  have  been  divided  into  several  families  based  on  the  polymeric 
structure they form or related structural features10.  
Besides  their structural and supportive  role, collagens also have a number of other 
important  biological  functions.  Collagens  interact  with  cells  in  connective  tissue 
(muscle,  tendon,  etc.)  and  transduce  essential  signals  for  the  regulation  of  cell 
anchorage, migration, proliferation, differentiation, and survival11, 13. 
Based on  its structural role and compatibility within the body,  isolated collagen  is a 
commonly  used  biomaterial  for  several  medical  applications  (surgical  and 
pharmaceutical)  as  well  as  for  some  food  purposes6,  14.  The  use  of  collagen  for 
medical applications  can be  traced back  to prehistoric  times where  collagen  in  the 
form of tendons was used as suture material15. Gelatin, obtained  from denaturated 
and partially degraded collagen,  is also used  in a number of different applications  in 
the  food and pharmaceutical  industries, as well as  for  some  technical applications, 
mostly  in the manufacture of photographic materials. Gelatin has been employed  in 




potential10,  11,  14,  16.  Injectable  collagen  or  gelatin  formulations,  hemostats  for  the 
control of bleeding during  surgery or after  trauma,  sponges  for burns/wounds,  gel 














collagen.  This  results  in  a  lack  of  reproducibility,  and  heterogeneity  between 
batches16. Gelatin  is  a  heterogeneous material  as well,  composed  of  a mixture  of 
collagen chains of different length, structure, and composition, which yields products 
with variable gelling and physical‐chemical properties.  
The  variability  in  composition and  structure of animal‐derived  collagen and gelatin 
presents  a  significant  challenge  for  those  using  these  proteins  in  medical 
applications7 where reliable and predictable materials are essential. However, this  is 
not  the  only  concern  related  with  the  use  of  these  materials  in  medicine.  The 
potential  presence  of  infectious  agents,  such  as  virus  or  prions,  in  collagen  and 
gelatin  derived  from  animal  sources,  and  the  possibility  of  inducing  immunogenic 
reactions, poses a risk  for patients receiving the medical product7, 16. Despite these, 





and  gelatin  opens  up  the  possibility  of  producing  these  proteins  free  of  animal 
contaminants  and  with  defined  molecular  composition  and  structure,  and  thus 
predictable properties.  It might also be advantageous  to have  collagen and gelatin 
with human amino acid sequences  in view of  immunogenetic responses. This  is only 
possible using recombinant production since human collagen (from placentae, human 
cell  culture,  etc.)  is  scarcely  available  and human  gelatin,  i.e. derived  from human 
collagen,  is not available at all6.     Recombinant production allows  the possibility  to 
produce  collagen  and  gelatin  with  human  identical  amino  acid  sequences  or  to 
produce fully designed collagen‐like proteins, with the aim of creating new and varied 















Chemically,  collagen  is  characterised  by  an  exceptionally  high  content  of  glycine, 
proline and hydroxyproline, organised in repeating (Gly‐Xaa‐Yaa)n sequences that fold 
into a  triple‐helical structure  (Figure 1.1) The  length  (n),  the content of proline and 
hydroxyproline, and the presence of other amino acids in either Xaa or Yaa positions 
vary  with  the  type  of  collagen.  Collagen molecules  also  contain  non‐collagenous 









each  other,  in  the  direction  of  the  helix  axis,  and  are  linked  through  interchain 




of  their  ring  structure,  these amino acids  stabilise  the helical  conformations of  the 






endoplasmic  reticulum  by modification  of  proline  residues  that  have  been  already 













The  thermal  stability of  the  collagen helix  is  an  important biological property.  The 
melting temperature (Tm) of collagens (usually defined as the point where half of the 
helical structure of a collagen solution  is  lost)  is related to the body temperature of 
the source species9, 24, and therefore collagens from different species have different 
melting  temperature.  This  difference  in  thermal  stability  is  strongly  related  to  the 
imino acid content  (proline and hydroxyproline) present  in  the collagen. The higher 




collagen have been used  to clarify  the biological significance of  the high content of 
proline  and  hydroxyproline.    Peptides  made  of  tandem  repeats  of  Gly‐Xaa‐Yaa 
possess an intrinsic propensity to form the collagen‐like triple helix. Peptides with the 







Those  have  shown  to  form  triple‐helical  structures  similar  to  the  triple  helical 
structure  of  collagen29.  Later,  the  peptides  (Pro‐Hyp‐Gly)n  (n=5  or  10)  were 
synthesised    and  were  also  found  to  form  triple  helical  structures30.  Indeed,  the 
presence  of  hydroxyproline  (Hyp)  greatly  increased  the  thermal  stability  of  the 
helices. The midpoint of the thermal transition of helix to coil (Tm) for the (Pro‐Hyp‐
Gly)10 was ~60 °C, while that for the peptide (Pro‐Pro‐Gly)10 was ~25 °C, about 35 °C 
lower.  These  results  confirm  the  greater  stabilising  effect  of  hydroxyproline  as 
compared to proline. Recent studies, have also shown that the melting temperature 
of  partially  hydroxylated  recombinant  collagen  is  reduced31,  and  that  non‐
hydroxylated custom‐designed or human gelatins do not form helices at least above 4 
°C32‐34. The Tm also depends upon  the  length of  the  collagen peptide  chain, as  it  is 
expected  for  a  cooperative  transition35.  For  example,  the  melting  temperature 
determined for (Pro‐Pro‐Gly)15  is ~52 °C29, more than two fold higher than the Tm of 
(Pro‐Hyp‐Gly)10. Additional  factors may be  involved  in  the  stabilisation of  the  triple 




The synthesis of fibrilar collagens  in the animal cell  is a complex process  involving a 
number of  intracellular and extracellular post‐translational modifications. Collagens 
are  first  synthesised  in  the  rough  endoplasmic  reticulum  as  soluble  precursor 
molecules  known  as  procollagen.  Procollagen  molecules  contain  non‐helical 
propeptide  extensions  at  both N‐  and  C‐  terminal  ends  that  are  important  in  the 
process of chain association and nucleation, and prevent the premature formation of 
fibres  inside  the  cell10,  11.   Before  chain  association  and  triple helix  formation,  the 
procollagen  chains  are modified  inside  the  lumen  of  the  endoplasmic  reticulum, 








4‐hydroxyproline  by  the  enzyme  prolyl  4‐hydroxylase6,  40.  In  the  absence  of  this 
enzyme  the procollagen molecules  remain  in  the  form of a non‐triple helical, non‐
functional protein6. In addition to this enzyme, a number of other proteins that assist 
in  the  correct  folding  and  processing  of  collagen  (chaperones  and  enzymes 
respectively) are required40. The modified procollagen molecules self‐assemble from 
‐N to ‐C terminus  into a triple helix  in a zipper  like manner, and are secreted to the 


























forming  collagens  that  are  the  basic  structural  component  of  connective  tissues. 
Several other types of collagen do not  form  fibrils, but play other roles  in different 
types  of  extracellular matrices.  For  example,  fibril‐associated  collagens, which  are 
present  in  connective  tissue  as  well,  bind  to  the  surface  of  collagen  fibrils  and 
connect  them  both  to  one  another  and  to  other  matrix  components.  Network‐
forming  collagens,  e.g.  type  IV  collagen,  are  more  flexible  than  fibril‐forming 
collagens  because  the  Gly‐X‐Y  repeats  are  frequently  interrupted  by  non‐helical 





Gelatin  is typically prepared  from collagen type  I or  III, which  is present  in skin and 
bones of cows or pigs. During  the  conversion of  collagen  into gelatin,  the covalent 
cross‐links  formed between  the collagen‐fibrils, and  the hydrogen and hydrophobic 
bonds formed within the collagen triple‐helical structure are destroyed.  
The  industrial production of gelatin consists of  three main stages: pre‐treatment of 
the  raw material,  extraction  of  the  gelatin,  and  purification  and  drying.    The  pre‐
treatment consists essentially of either an alkaline (liming) or an acid treatment. The 
main purpose of  liming  is to break covalent cross‐links  in collagen and thus  improve 





hydrogen  and  hydrophobic  bonds within  the  triple‐helix  structure  and  leads  to  its 
dissociation  into  individual  soluble  chains,  and  small  fragments. Upon  cooling,  the 
chains  rewind  in  triple‐helical  structures41. However,  because  the  chains  have  lost 







a  fishing‐net,  the  triple helical  junctions knot  the chains together  in a network. The 
helix formation  is determined by the coincidental proximity of polypeptide domains 
and the potential thermostability of helices formed by interaction of those domains6. 
As  a  consequence,  helices  of  different  amino  acid  sequence  and  composition, 
different lengths, and different intrinsic thermostability are formed36, 37, 42. Figure 1.3 
shows a schematic representation of the conversion of collagen into gelatin. 
Regardless  of  the  process  used,  gelatin  preparations  consist  of  a  distribution  of 
polypeptide  fragments  of  different  sizes,  different  isolectric  points  and  different 
gelling  properties14,  43.  Furthermore,  the  physical‐chemical  properties  of  the  final 
product  depend  on  the  extraction  method  used,  the  length  of  the  thermal 






















1.5  RECOMBINANT  PRODUCTION‐  FROM  COLLAGEN  TO  COLLAGEN‐LIKE 
PROTEINS 
 
Efforts  have  been  increasing  in  the  last  few  years  to  develop  an  efficient  and  safe 
alternative production system of recombinant human collagen and gelatin. Synthesis 
of  recombinant collagen presents various challenges, not  least because of  the many 
post‐translational  modifications  required  for  a  recombinantly  produced  collagen 
molecule to achieve a fully folded, triple helical conformation. As mentioned above in 
section  1.3.2  one  of  the  most  important  post‐translational  modifications  is  the 
hydroxylation of specific proline residues by the enzyme prolyl 4‐hydroxylase. 
Several  microbial  and  non‐microbial  systems  have  been  investigated  for  the 
production of  recombinant  collagen and  collagen‐like polymers. Mammalian44,  45 or 
insect cell lines46, 47, which should possess appropriate post‐translational modification 
systems,  have  been  used  for  the  production  of  recombinant  human  collagen. 
Mammalian  cells  transfected  with  human  collagen  genes  expressed  and  secreted 
hydroxylated  full‐length  collagen;  while  insect  cells  accumulated  the  collagen 
intracellularly and were  incapable of producing sufficient collagen‐specific proalyl 4‐
hydroxylase  (P4H)  to  fully hydroxylate  the  collagen. Recombinant non‐hydroxylated 
or  partially  hydroxylated  collagen  has  been  shown  to  accumulate  in  milk  from 
transgenic mice48 and in secretions from transgenic silkworms49.  Transgenic tobacco 
cell  culture14  and  transgenic  tobacco  plants50,  51  have  also  been  used  for  the 
production of recombinant collagen. Though, the collagen expression levels achieved 
in all  these expression  systems were  too  low  to make  these  systems  commercially 
attractive. 
High‐yield  expression  systems,  such  as bacteria  and  yeast do not  contain  any  P4H 
activity and can therefore not be used  for production of  fully hydroxylated collagen 
without co‐expression of a suitable P4H. 
Production  of  hydroxylated  and  non‐hydroxylated  collagen‐like  proteins  has  been 






due  to product degradation  (in  the case of non‐hydroxylated molecules), and gene 
instability issues. 
Since  yeasts  are  eukaryotes,  they  offer  certain  advantages  over  bacteria,  such  as 
occurrence  of  most  of  the  post‐translational  machinery  needed  for  functionality 
and/or  stability  of  recombinant  animal  proteins  (glycosylation,  acylation, 
methylation, protein  folding, targeting to subcellular compartments and proteolytic 
adjustments);  efficient  secretion  of  proteins, which  facilitates  the  isolation  of  the 
desired  heterologous  protein;  and  ability  to  cope  with  highly  repetitive  coding 








Completely  folded  triple  helical  collagen  is  resistant  to  proteases59,  60, while most 
unfolded collagen‐like molecules are very sensitive to proteolytic degradation14, 33, 61. 
Among all yeast used so far, the methylotrophic yeasts, P. pastoris, appears to be the 
most  suitable  for  high‐yield  secreted  production  of  non‐hydroxylated  collagen  and 
collagen‐like  proteins,  i.e.  protein  polymers  made  of  repeating  (Gly‐Xaa‐Yaa) 
sequences. In P. pastoris, proteolytic degradation of unfolded collagen‐like molecules 
(gelatin) is much less of a problem than, for instance, in H. polymorpha58. In addition, 
the expression  level of a non‐hydroxylated procollagen  fragment  in H. polymorpha 
















with  some  success.  Although  the  use  of  this  system  requires  the  integration  of 
several genes in the P. pastoris genome and is dependent on the correct association 
between  the co‐expressed  and  human P4H  subunits62,  63, moderate  levels  (0.5 
g/l)  of  triple  helical  human  procollagen  type  I were  accumulated  inside  the  yeast 
cells62.  
Werten  and  co‐workers33  reported  the  use  of  P.  pastoris  for  the  production  of 
recombinant  non‐hydroxylated  gelatins  based  on  rat  type  III  and  mouse  type  I 
collagen  sequences. One  of  the  fragments,  derived  from  rat  type  III  collagen, was 
produced  at  one  of  the  highest  levels  for  a  secreted  heterologous  protein  ever 
obtained from recombinant yeast (14.8 g/l). High‐level expression and secretion of a 
highly  hydrophilic  designed  gelatin  was  also  successfully  achieved  in  P.  pastoris. 
These  studies  demonstrate  the  ability  of  this  yeast  to  express  sequences  from 
different origins  (natural or  artificial).  Furthermore,  the use of high productivity P. 
pastoris‐based  recombinant  systems  results  in  cost‐effective  processes  for  the 
production  of  large  amounts  of material7,  because  the medium  components  are 
inexpensive and defined, consisting of pure carbon sources (glycerol and methanol), 
biotin, salts, trace elements, and water. This medium is free of undefined ingredients 
that  can  be  source  of  pyrogens  or  toxins  and  is  therefore  compatible  with  the 
production of human pharmaceuticals55. 
Some P. pastoris‐derived recombinant collagen‐like products have been evaluated for 







in  tissue engineering applications,  revealed  to be more biocompatible  than animal‐
derived  collagen,  as  determined  in  animal  studies16.  A  low  molecular  weight 
recombinant  gelatin  was  developed  for  use  as  stabiliser  for  various  injectable 
biologics, and proven to be safe  for use  in humans14, 32. Olsen et al.14 reported that 
recombinant gelatin fragments were able to support attachment of Vero cells64 (cell 
line  derived  from  kidney  epithelial  cells)  at  levels  similar  to  those  provided  by 
commercial bovine type I collagen. 
Despite  all  the  research  and  development  around  P.  pastoris‐based  recombinant 








for several pharmaceutical and biomedical applications. However,  there  is need  for 
collagen‐based materials with predictable and tailorable properties. 
The  aim  of  this  thesis  is  the  design  and microbial  production  of  gel  forming  non‐
hydroxylated  collagen‐like  proteins.  Recombinant  protein  expression  and  protein 
engineering  are  used  to  develop  collagen‐like  polymers with  defined  composition, 
structure,  and  tunable  physical‐chemical  properties.  The  possibility  of  using  these 
proteins  as  controlled  release  systems  is  also  explored,  as  well  as  the  set‐up  of 
efficient and scalable production procedures using P. pastoris as a microbial factory.  




their mid‐block  length or  amino  acid  sequence,  are used  to  study  the  relationship 





between mid-block size and hydrogel-forming properties. An analytical model, based 
on classical gel theory is used to help interpreting the experimental data. 
In Chapter 4, the possibility of using the hydrogels from collagen-inspired triblock 
copolymers as controlled release systems is investigated. The erosion and protein 
release kinetics of two hydrogel-forming collagen-inspired triblock copolymers, 
differing only in mid-block length, is studied and compared.  
In Chapter 5, the development of a pilot-scale strategy for the fermentation and 
purification of a new class of gel-forming collagen-like proteins is discussed. Five 
different collagen-inspired triblock co-polymers are fermented and purified. The 
pilot-scale production of each of these proteins was initiated to foster high 
productivity of protein for future applications and research. 
In chapter 6, some of the results obtained in the thesis are highlighted and 




















































































































































controlled.  This  study  describes  recombinant  gelatin‐like  polymers  with  a  general 






Because  only  the  end‐blocks  formed  cross‐links,  the molecular  architecture  of  the 
gels is much more defined than that of traditional gelatins. The novel hydrogels had a 
~37  °C melting  temperature,  and  the  dynamic  elasticity  was  independent  of  the 










Stimulus‐responsive  polymer  gels  are  promising  materials  for  chemomechanical 
systems,  sensors,  surgery,  regenerative  medicine,  and  pharmaceutics1. 
Biocompatibility is an essential requirement for medical gels2 and, therefore, gelatin3, 
which  is derived  from  the natural matrix protein collagen4,  is  ideally  suited. To  the 
benefit of millions of patients, several kilotons5 of gelatin with a billion dollar market 
value are used on an annual basis and novel gelatin materials are being developed for 
bone6,  retinal7,  tissue‐enhancing8,  and  other  implants,  in  vascular  prostheses9, 
sponge  embolization  therapy10,  scaffolds  for  tissue  and  cell  culture11,  12,  medical 
glues13, blood supplementation fluids14, 15, drug carriers11, 16, wound dressings17, and 
vaccines18. 
For  such  applications,  the  animal origin of  gelatin poses  the  risk of  contamination 
with  transmissible  disease  agents  (e.g.,  prions)  and  immune  responses15,  18‐20. 
Furthermore,  the  extraction  of  gelatin  from  bones  and  hides  causes  uncontrolled 
degradation and  results  in a variable multitude of molecular species3. Recombinant 
production  allows  to  circumvent  these  problems  and,  accordingly,  several  groups 
including our own have produced single‐component natural gelatins5, 20, 21 and non‐
natural gelatin‐like designer proteins22‐25. We realised secreted production of gelatins 
in  the  yeast  Pichia  pastoris  at  very  high  levels,  as  well  as  simple  and  scalable 
purification  procedures21,  25.  In  contrast  to  animal  gelatins,  these  recombinant 
gelatins are naturally nongelling. 
Nongelling  recombinant  gelatins  are  advantageous  when  used  in  blood 
supplementation  fluids  and  vaccines,  where  the  current  use  of  animal  gelatins 
requires suppression of unwanted gel  formation by chemical modification14,  15,  26 or 









content,  triple  helices  are  not  thermally  stable  above  5‐15  °C  unless,  as  occurs  in 
animals,  the  prolines  in  the  Yaa  position  are  post‐translationally  modified  to  4‐
hydroxyprolines  by  the  enzyme  peptidyl‐prolyl‐4‐hydroxylase  (P4H)27‐29.  Because 
microbial  hosts  generally  lack  this  enzyme,  recombinant  production  of  thermally 
stable triple‐helical collagen and gelatin requires coexpression of the two subunits of 
the mammalian P4H27, 28, 30. 
For  applications  such  as  controlled  drug  delivery,  independent  control  over  the 
melting  temperature  (Tm),  cross‐link  density,  and  biocompatible  properties  of  the 
gelatin gel would be highly advantageous. Thus  far, however, no  such material has 
been  conceived. Manipulating  the Tm of  recombinant gelatins  is already difficult  in 
itself,  as  it  would  require  control  over  the  degree  of  hydroxylation.  Proline‐rich 
trimer‐forming gelatin‐like (collagenous) peptides with adjustable, length‐dependent 
Tm have been  synthesised  chemically31‐33. but  these are  too  short  to  form gels and 
cannot  be  produced  in  an  economically  feasible way.  Polycondensated  (and,  thus, 
polydisperse)  peptides  long  enough  to  form  a  gel  can  neither  provide  a 
homogeneous,  controllable, and biomedically  relevant Tm, nor a  controllable  cross‐
link density. 
We  describe  here  recombinant  non‐hydroxylated  gelatin‐like  protein  polymers 
capable  of  forming  tuned  precision  gels.  The  block  copolymers  consist  of  short 
proline‐rich triple helix‐forming blocks that define the Tm, separated by long random 
coil spacer blocks that define the distance between the knot‐forming domains in the 
molecules.  The  currently used  spacers  are  extremely hydrophilic25. At  least one of 
























(Invitrogen),  resulting  in  vector  pCR4‐TOPO‐T.  The  previously  described  vector 
pMTL23‐P425  contains  a  gene  encoding  the  custom‐designed, highly hydrophilic  36.8 
kDa collagenous protein “P4”. This vector was digested with DraIII (5’ to the P4 gene) 
and  dephosphorylated.  Vector  pCR4‐TOPO‐T  was  digested  with  DraIII/Van91I.  The 
released T block was  ligated  into  the  linearised and dephosporylated vector,  to yield 
vector pMTL23‐TP4. This vector was then digested with Van91I (3’ to the P4 gene) and 
dephosphorylated, and a  second DraIII/Van91I digested T block was  inserted  to yield 
vector pMTL23‐TP4T. The TP4T gene was cloned into P. pastoris expression vector pPIC9 
(Invitrogen) via XhoI/EcoRI. 
The gene encoding R4 was  constructed by  concatenating  four  copies of an R gene 
monomer. The monomeric gene was designed by randomising the sequence of the P 
gene monomer25 in such a way that not every third residue of the encoded protein is 
glycine,  preventing  the  formation  of  collagen  triple  helices  while maintaining  the 
same  amino  acid  composition.  The  R  gene monomer was  constructed  by  overlap 
extension PCR43 using oligonucleotides RA‐FW and RA‐RV for the 5’ half of the gene, 
and oligonucleotides RB‐FW and RB‐RV  for  the 3’ half  (apendix 2, Table 2.2.1). The 
products of these reactions were combined by overlap extension PCR to generate the 






XhoI/EcoRI,  and  multimerised  via  DraIII/Van91I  as  described  previously  for  P425, 
resulting  in  vector  pMTL23‐R4.  The  R4  fragment was  cloned  into  expression  vector 
pPIC9 via XhoI/EcoRI. The  construction of pMTL23‐TR4T  and  subsequent  subcloning 
into pPIC9 was analogous to the procedures described for TP4T. 
The  DNA  sequences  (and  translated  amino  acid  sequences)  of  the  XhoI/EcoRI 
fragments encoding P425, R4, TP4T, and TR4T have been deposited in GenBank under 














as base. The methanol  fed‐batch phase  for protein production  lasted  two  to  three 
days. A homemade semiconductor gas sensor‐controller, similar to that described by 
Katakura  et  al.47,  was  used  to monitor  the methanol  level  in  the  off‐gas  and  to 












All centrifugation steps were performed in an SLA-1500 or SLA-3000 rotor (Sorvall) 
for 30 min at 20000 × g, and resuspension of protein pellets was always in Milli-Q 
water at 65 °C. 
As a precaution, the cellfree broth was heated for 30 min at 65 °C to melt possible gel 
structures formed by the recombinant protein. The pH was raised to 8.0 by addition 
of sodium hydroxide to allow precipitation of medium salts by centrifugation (RT). 
The protein was precipitated from the supernatant by addition of ammonium sulfate 
to 40 % of saturation, followed by incubation on ice for 30 min and centrifugation (4 
°C). This precipitation procedure was repeated once, and 50 mM sodium chloride and 
40 % (v/v) acetone were added to the final resuspended pellet. After centrifugation 
(4 °C), the pellet was discarded and acetone was added to the supernatant up to 80 % 
(v/v). The protein pellet obtained after centrifugation was air-dried, resuspended, 
and desalted by extensive dialysis against Milli-Q water. The final product was 
lyophilised. 
SDS-PAGE and N-terminal protein sequencing 
The NuPAGE Novex system (Invitrogen) was used for SDS-PAGE, with 10 % Bis-Tris 
gels, MES SDS running buffer, and SeeBlue Plus2 prestained molecular mass markers. 
Gels were stained with Coomassie SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Blotting of 
proteins for N-terminal sequencing by Edman degradation was as described 
previously
21
. Protein sequencing was performed by Midwest Analytical (St. Louis, 
MO). 
Mass spectrometry 
Matrix-assisted laser desorption/ionisation (MALDI) mass spectrometry was 
performed using an Ultraflex mass spectrometer (Bruker). Samples were prepared by 
the dried droplet method on a 600 µm AnchorChip target (Bruker), using 5 mg/ml 
2,5-dihydroxyacetophenone, 1.5 mg/ml diammonium hydrogen citrate, 25 % (v/v) 
ethanol, and 1 % (v/v) trifluoroacetic acid as matrix. Measurements (50 shots at 20 










to 45  °C. Gels were allowed  to  form overnight  inside  the cuvette  (path  length 0.01 
mm) at room temperature. Circular dichroism (CD) spectra were recorded from 260 
to 210 nm using a  J‐715 spectropolarimeter  (Jasco) set at  the desired temperature. 








were  loaded  into  a MicroCal  VP‐DSC  calorimeter  at  45  °C.  Protein  solutions were 
equilibrated  for 10 h at 20  °C  to allow complete  triple helix  formation. For melting 
curves, the temperature was increased from 5 to 65 °C at a scan rate of 15 °C/h. 
Rheometry 




geometry,  and  subsequently  quenched  to  20  °C  to  induce  gel  formation. 
Measurements  were  done  at  20  and  5  °C.  Melting  of  the  gel  was  studied  by 
increasing  the  temperature  from 20  to 65  °C  in  steps of 2.5  °C  that  lasted 10 min 











overnight  at  room  temperature  and  then  glued  onto  a  brass  sample  holder  using 
Tissue‐Tek  (TBS).  The  specimen  was  freeze‐fractured  in  melting  nitrogen  slush, 
vacuum transferred to a CT1500 cryostage (Oxford Instruments), and sputter‐coated 
with ~10 nm of platinum. After cryoetching for ~5 min the surfaces were analyzed at ‐
184  °C  using  a  Field‐Emission  Scanning  Electron  Microscope  (JEOL  6300  F)  at  a 
working distance of ~10 mm, with  secondary  electron detection  at 3.5  kV.  Images 
were recorded digitally using Orion 6 (ELI) at a scan rate of 100 s (full frame) at a size 






pipetting 44 µL of  the  solution  into cylindrical polypropylene containers of 7.5 mm 
diameter  and  5 mm  height.  The  containers were  sealed  in  plastic  foil  to  prevent 
drying  and  the  gels  were  allowed  to  set  overnight  at  room  temperature.  The 
containers were unpacked and submerged in 2.2 ml of PBS and incubated at either 20 
or 37 °C under gentle tilting at 20 rpm with an amplitude of ~6 mm. Erosion of TR4T 
was  determined  by  monitoring  the  protein  concentration  in  the  supernatant  by 
measuring the absorbance at 230 nm (for lack of absorbance at 280 nm owing to the 
absence of aromatic amino acids in TR4T) and comparison with a calibration curve of 
TR4T.  Enzyme  release  from  TR4T  gels  was  studied  similarly,  using  gels  where  10 
mg/ml  lysozyme was added to the molten gel prior to preparing the gel  layers. The 
release of lysozyme was quantified by determining the tryptophan fluorescence (Ex = 














As  an  example  of  the  proposed  concept,  two  ABA  type  triblock  copolymers 
designated  TP4T  and  TR4T  are  described,  but  many  other  functional  multiblock 
configurations  are  conceivable.  The  amino  acid  sequences  of  all  protein  polymers 
described in this work are available through GenBank (accession numbers ACF33476‐
ACF33479). 
The  triple helix‐forming T blocks at both ends of  the  triblock copolymers consist of 
(Pro‐Gly‐Pro)n homopolymeric  stretches  (Figure 2.1a). On  the basis of helix melting 
studies  with  chemically  synthesised  (Pro‐Pro‐Gly)n  32,  33,  48,  the  length  of  n  was 
tentatively chosen  to be nine  to provide a melting point  in a biomedically  relevant 
range. 
The middle  section  of  the molecule  acts  as  a  hydrophilic  spacer  (Figure  2.1a)  and 
consists  of  either  of  two  random  coiled  block  variants.  The  first  is  P4,  a  synthetic 
gelatin‐like molecule previously developed by our group25. It is extremely hydrophilic, 
acts  as  a  cytophilic  protein  in  human  cell  culture34,  and  shows  outstanding 
biocompatibility as a plasma expander15. Despite P4’s collagenous primary structure, 














and because  trimerisation of  the mid‐blocks  is unlikely  (P4) or  impossible  (R4),  the 
resulting  gels  are  expected  to  contain  only  cross‐links  made‐up  of  (Pro‐Gly‐Pro)9 















































2.2b).  Clearly,  the  proteins migrate  abberantly  in  SDS‐PAGE,  as was  demonstrated 
previously  for  P425.  N‐terminal  sequencing  of  the  bands  separated  by  SDS‐PAGE 



















1     2     3    4    5     6     7     8 
a 
 
   188 ── 
     98 ── 
 
     62 ── 
     49 ── 
 
     38 ── 
 
     28 ── 
 
     17 ── 
























The occurrence of  trimeric knots  is essential  for  the generation of a  thermoreversible 
gelatin network. In the triblock design, only the proline‐rich T blocks at both ends of the 
triblock copolymers fulfill this role, and the mid‐blocks act as spacers. To confirm that the 
combined  blocks  in  the  triblock  copolymer  retain  these  distinct  functions,  UV‐CD 
spectroscopy was performed at a protein concentration of 100 mg/ml, where the chance 
















as  the  isolated  components and,  thus,  that at 20  °C,  the end‐blocks,  like Ac‐(Gly‐Pro‐
Pro)10‐NH250, are  largely  in helical conformation. The  spectral contribution of  the end‐
blocks  can  be  appreciated  by  subtraction  of  the  fitted  contribution  of  R4  from  the 
spectra of TR4T at 20 and 65 °C (see inset Figure 2.3a). Similarly, the secondary structure 
of TP4T could be fully accounted for by that of isolated P4 (Figure 2.3f) and Ac‐(Gly‐Pro‐
















































































































































































































The  average  ellipticity  from 230  to 225 nm  (at 100 mg/ml),  as  an  indicator of  the 
presence of 3i helices49, was determined by circular dichroism spectroscopy at various 
temperatures between 20 and 65  °C. Figures 2.4a‐b  show  the  thermal  response of 
the R4 and P4 (monoblock) polymers, which, in view of the above‐described absence 




of  the  free  R4  and  P4 monoblock  polymers,  as  determined  by  component  fitting 
(Figure 2.3),  from  the melting  curve of  TR4T  and  TP4T,  respectively.  The observed 
sigmoidal  temperature dependence  (Figures 2.4a‐b),  is characteristic of cooperative 






times  this  value,  respectively.  This  shows  that  the  cooperatively  melting  unit  is 






























differential  scanning  calorimetry  (DSC;  Figures  2.4c‐d). While  R4  and  P4  polymer 
solutions  did  not  show  endothermic  transitions,  and  thus,  no  triple  helices  were 
present, TR4T and TP4T had ΔCp maxima at 41 ± 0.5 °C (±s.d., n = 3) and 42 ± 0.4 °C 
(±s.d.,  n  =  3),  respectively.  This  confirms  the  conclusion  drawn  from  CD  that 
selectively  the  end‐blocks  in  the  triblock  copolymers  are  responsible  for 
trimerisation. The somewhat higher Tm values obtained with CD probably result from 












































































a systematic offset  from  the  true  temperature, owing  to  inefficient heat  transfer  in 
the spring‐loaded CD cuvette assembly. The enthalpies of TR4T and TP4T were 154 ± 
56  kJ/mol  (±s.d.,  n  =  3)  and  140  ±  8  kJ/mol  (±s.d.,  n  =  3),  respectively,  in  good 
agreement with the expected enthalpy of about 148 kJ/mol per set of two (Pro‐Gly‐
Pro)9 end‐blocks (i.e., two‐thirds of the value of an end‐block trimer). This  indicates 
once more  that nearly all  (Pro‐Gly‐Pro)9 blocks  in TR4T and TP4T had  formed  triple 
helices.  The  shape  of  the  thermograms  of  TR4T  and  TP4T  reveals  van  ’t  Hoff 
enthalpies  of  260  ±  39  kJ/mol  (±s.d.,  n  =  3)  and  321  ±  79  kJ/mol  (±s.d.,  n  =  3), 
respectively. This corresponds  to,  respectively, 1.2 ± 0.2  (±s.d., n = 3) and 1.4 ± 0.4 
(±s.d., n = 3) times the calorimetric enthalpy of a (Pro‐Gly‐Pro)9 trimer. Therefore, as 
was concluded  from CD,  the cooperatively melting unit  roughly corresponds  to  the 
end‐blocks. A thermal denaturation cycle repeated on the same samples (after 10 h 
at 20 °C) resulted in calorimetric and van ’t Hoff enthalpies that deviated less than 3 









Gel  formation was  further  investigated by means of dynamic rheology, at a protein 
concentration of 2.2 mM, corresponding to 4.4 mM or ~10 mg/ml equiv of (Pro‐Gly‐
Pro)9 end‐blocks (Figure 2.5). Upon quenching from 45 to 20 °C, the storage modulus 
(dynamic  elasticity)  steeply  increased  within  minutes,  while  the  loss  modulus 
(dynamic  loss) remained low. After roughly five hours at 20 °C, the storage modulus 
of  TR4T  and  TP4T  reached  a  final  value  of  approximately  380  and  190  Pa, 



















Figure 2.5 Characterisation of    (a) TR4T  and  (b) TP4T  gel by dynamic  rheology. The  time‐
resolved  storage  and  loss modulus  were measured  at  the  temperatures  indicated,  at  a 




The  melting  behavior  of  the  TR4T  and  TP4T  gels  was  studied  by  increasing  the 
temperature from 20 to 65 °C and following the decrease of the storage modulus (see 
insets  in Figures 2.5a‐b). The apparent  inflection point  in the melting curves of both 
gels is at ~37 °C, which is below the Tm values obtained with DSC. This is in agreement 




As  the  microstructure  of  the  gels  could  influence  their  release  characteristics, 
scanning electron microscopy  (SEM) was performed on a  freeze‐fractured TR4T gel. 
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lysozyme, and  the erosion of  the gel  itself  (both  in a 50‐fold excess volume of PBS 
buffer)  were  investigated  in  a  pilot  study  (Figure  2.7).  At  20  °C,  the  release  of 
lysozyme was higher than the erosion of the hydrogel,  indicating that release of the 
enzyme  was  caused  both  by  erosion  of  the  gel  and  by  diffusion  of  the  enzyme 
through the polymer network. Assuming erosion at the surface of the gel, the erosion 
rate at this temperature was 4.6 × 10‐3 mg cm‐2 min‐1, as calculated from the slope of 
the  linear  regression  line  indicated  in  Figure  2.7. At physiological  temperature  the 
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being animal‐derived, polydisperse, and chemically  ill‐defined. Furthermore,  it  is not 
possible to  independently control the Tm, the distance between domains  involved  in 
triple‐helices  (forming  the  thermoreversible  knots  in  the  gel),  and  the 




blocks  represent  random coil spacer  regions  that cannot  readily  (P4), or at all  (R4), 
participate  in  trimer  formation. We  have  shown  here  that  the  (Pro‐Gly‐Pro)9  end‐
blocks  in  TP4T  and  TR4T  are  both  exclusively  and  near‐quantitatively  involved  in 
trimerisation,  as both  the  calorimetric enthalpies obtained with DSC  and  the  van’t 
Hoff  enthalpies  obtained  with  DSC  and  CD  were  in  good  agreement  with  values 
expected  for  free  (Pro‐Gly‐Pro)9.  The  cross‐links  formed  by  the  end‐blocks,  thus, 
essentially have a fixed  length and amino acid composition and, accordingly, a fixed 







probably  even  largely  in  register,  as  is  known  for  chemosynthetic  (Pro‐Pro‐Gly)10 
peptides in trimeric form54. In any case, the triblock gelatins are highly defined in that 
the cross‐links are formed strictly by the end‐blocks. This  is  in striking contrast with 
animal  gelatin molecules, which  form  triple  helices  along  their  entire  chain.  As  a 














as  known  from  studies  with  chemically  synthesised  peptides32,  33,  48,  56.  Indeed, 
preliminary  DSC  experiments  showed  that,  under  identical  conditions,  triblock 
copolymers with (Pro‐Gly‐Pro)16 end‐blocks have a much higher Tm (~57 °C) than TR4T 
(~41 °C).  
Although  the Tm  values of TR4T and TP4T may appear  rather high as  compared  to 
published  Tm  values  for  chemosynthetic  (Gly‐Pro‐Pro)n  32,  48,  the  Tm  is  known  to 
depend  highly  on  the  peptide  concentration32,  33.  Accordingly,  the  relatively  high 
concentrations  used  here  are  probably  the major  determinant  for  the  Tm  values 
found. The minor extensions of the end‐blocks resulting from the cloning procedure 







additional  increase  in  Tm.  These  effects  will,  however,  be  limited  given  the  good 
agreement between  the enthalpies obtained and  those expected  for  (Pro‐Gly‐Pro)9. 







The  length of both  the knot‐forming and  spacer  regions  in  the  triblock copolymers 
are  exactly  defined.  In  trimeric  form  the  length  of  the  knots  is  around  8  nm,  as 
calculated from the known size of (Pro‐Pro‐Gly)10 trimers57. On the basis of data from 
a set of 33 unfolded proteins58,  the radius of gyration  for  the present mid‐blocks  is 
expected to be around 7 nm, and the root‐mean‐square distance between the end‐
blocks on opposite sides of the molecule is around 18 nm (or slightly bigger owing to 










the  surface,  owing  to  loop  formation  between  the  end‐blocks  and  the  release  of 









requiring  release  over  extended  periods would  still  require  chemical  or  enzymatic 
cross‐linking.  Shen  et  al38.  showed  it  was  possible  to  reduce  the  erosion  rate  of 
coiled‐coil‐based triblock gels by more than one hundredfold by employing dissimilar 






system,  triblocks with  positively  charged  end‐blocks  could  be mixed with  triblocks 
that  have  negatively  charged  end‐blocks.  Loop  formation would  be  prevented  by 
mutual charge  repulsion of  the end‐blocks, while a gel could still  form  through  the 
formation  of  heterotrimers  between  oppositely  charged  end‐blocks  of  different 








Triblock  copolymers  consisting of  terminal  (Pro‐Gly‐Pro)9 blocks  and  a  random  coil 
spacer have been efficiently produced as extracellular proteins in recombinant yeast. 
Specifically  the  end‐blocks  form  collagen‐like  triple  helices,  contrasting  traditional 
gelatins  where  cross‐links  form  along  the  entire  chain  of  each  molecule.  Unlike 
animal  gelatins,  the  dynamic  elasticity  of  the  gels  is  independent  of  the  thermal 
history, and  the Tm  is  inherently defined by  the  length of  the end‐blocks. Together, 
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and much  longer  random  coil mid‐blocks. We  compared  triblock  copolymers with 
mid‐blocks of ~400 and ~800 amino acids  (~37 and ~74 kDa,  respectively), both of 
which were  secreted  to high  concentration by  recombinant  yeast  cells. The  longer 
triblock copolymers were produced and characterised for the first time at present. At 
the  same  molar  concentration  of  protein  and  crosslink‐forming  end‐blocks,  the 
storage  modulus  of  the  longer  polymers  was  much  higher  than  of  the  shorter 
polymers. These  results  indicate  that  the elastic properties of  the network are not 
only a  function of  concentration and  temperature but also of polymer  length. The 
experimentally  obtained,  temperature‐dependent  plateau  storage  modulus  of  all 
polymers were well described by an analytical model that was based on classical gel 
theory  and  accounted  for  the  particular molecular  structure  of  the  gels,  and  the 
presence  of  loops  and  dangling  ends.  The model  showed  that  the  temperature  at 










Protein‐based  hydrogels  have  proven  to  be  effective  biomaterials  in  a  variety  of 
medical and pharmaceutical applications1‐3. Despite  the  success of  these materials, 
which are mostly derived from animal fibrillar proteins, their use is often determined 
by the characteristics of the available proteins, and it may be influenced by batch to 
batch  (or  source  to  source)  variation,  and  the  possible  transmission  of  infectious 
agents associated with materials isolated from mammalian sources4. 
Traditional  gelatin,  commonly  used  in  protein  gels,  consists  of  a  multitude  of 
different,  partly  degraded,  and  chemically modified  fragments  of  animal  collagen, 
resulting in gels with ill‐defined molecular composition and complex network‐forming 
properties.  This  complexity,  in  combination  with  the  impossibility  to  change  the 





biocompatibility  and  full  control  over  the  length  and  sequence  of  biopolymers.  In 
chapter 2, we reported on the recombinant production and characterisation of a new 
class  of  gel‐forming  telechelic  triblock  gelatins  with  controllable  and  predictable 
properties. Gel  formation  is obtained by  combining  collagen‐inspired  (Pro‐Gly‐Pro)n 
end‐blocks (T), inspired by and behaving like natural collagen, with highly hydrophilic 
random coil blocks defining  the distance between  the  trimer  forming T end‐blocks. 
Contrary  to natural  gelatin  gels,  this new  class of  synthetic  collagenous  gels has  a 
well‐defined  junction multiplicity of exactly  three and predictable physical chemical 
properties.  So  far,  two  of  such  triblock  copolymers,  denoted  as  ‘TP4T’  and  ‘TR4T’ 
have been produced and characterised  (chapter 2 and  reference5). These polymers 
consisted of 9  repeating units of  (Pro‐Gly‐Pro) T blocks and a mid‐block  (P4 or R4) 






conformation:    the  polar  ‘P’  block  with  a  collagen‐inspired  designer  sequence 
consisting  of  (Gly‐Xaa‐Yaa)  repeats  and  the  ‘R’  block  with  the  same  amino  acid 
composition, but quasi random amino acid sequence. The mass of the entire TP4T or 
TR4T was 42 kDa. By changing the underlying DNA template, we doubled the  length 
of  the mid‐block  and  here,  we  report  for  the  first  time  on  the  biosynthesis  and 
characterisation of the resulting ~78 kDa triblock copolymers, TP8T and TR8T. In our 
previous work,  focussed on TR4T hydrogels5, we  showed  that  the network‐forming 
properties are  strongly dependent on  concentration and  temperature. By  taking  in 
consideration the formation of loops and dangling ends, we were able to develop an 
analytical  model5  that  accurately  described  the  network  structure  and  truly 
reproduced the observed relationships between the storage modulus, temperature, 
concentration  and  time  without  a  need  for  adjustable  parameters  other  than 
quantities  that  could  be  verified  by  experimental measurements.  In  this  chapter, 
besides concentration and temperature, we study the  influence of mid‐block  length 
and amino acid sequence on the viscoelastic properties of the networks. The amino 
acid  sequence appears  to have an  influence on  the persistence  length of  the mid‐
block and, consequently, on the critical overlap concentration. We use our previous 








pMTL23‐P46  and  pMTL23‐R4,  and  pCR4‐TOPO‐T were  used  to  construct  the  genes 
encoding TP8T and TR8T. Vectors pMTL23‐P4T and pMTL23‐R4T were digested with 








the  previously  digested  pMTL23‐P4T  and  pMTL23‐R4T,  respectively,  so  as  to  yield 
pMTL23‐P8T and pMTL23‐R8T. These  vectors were  then digested with DraIII  (5´  to 
the  P8T  and  R8T  genes)  and  desphosphorylated.  A  T  block  DNA,  obtained  from 




(chapter 2), TP8T and TR8T DNA  sequences  (and  translated amino acid  sequences) 
have been deposited  in the GenBank under acession numbers ACF33476‐ACF33481. 




Fermentation  of  P.  pastoris  strains was  performed  as  described  by  Zhang  et  al9  . 
Strains  were  cultured  in minimum  basal  salts medium9  in  a  2.5‐liter  Bioflo  3000 
fermenter (New Brunswick Scientific). The fermentation was run at 30 °C and the pH 
was  kept  at  3  by  addition  of  ammonium  hydroxide.  The  methanol  level  in  the 
fermentation  broth  was  kept  constant  at  ~0.2  %  (w/v)  by  using  a  homemade 
















Coomassie  SimplyBlue  SafeStain  (Invitrogen)  and  distained  in  MQ  water. 
Densitometric quantification of pure TP8T or TR8T standards, ranging from 2 µg to 25 
µg  micrograms,  and  culture  supernatants  was  done  with  Bio‐Rad  GS‐800 






using  5  mg/ml  2,5‐dihydroxyacetophenone,  1.5  mg/ml  diammonium  hydrogen 
citrate, 25 % (v/v) ethanol and 1 % (v/v) trifluoroacetic acid as matrix. Measurements 




The  rheological  measurements  where  preformed  with  an  Anton  Paar  Physica 
MCR301 rheometer, equipped with a cone and plate geometry of 50 mm diameter. 
Temperature control was insured by a Peltier system, which allowed fast heating and 
cooling.  Protein  solutions  of  different  molar  concentrations  were  prepared  in 
phosphate  buffer  (10  mM,  pH  7),  heated  for  half  an  hour  at  50  °C  and  then 
introduced  in  the pre‐heated geometry. The system was subsequently quenched  to 
20  °C  and  gel  formation  was  followed  for  15  hours.  A  solvent  trap  was  used  to 
prevent  evaporation.  Gelation  was monitored  by measuring  the  storage modulus 
(G’), as well as the loss modulus (G’’) at a frequency of 1 Hz and a controlled strain of 
1  %.  Two  types  of  rheological  measurements  were  carried  out  at  different 
temperatures  between  20  and  40  °C).  At  each  temperature  the  system  was 










converted  to  the  frequency domain using methods described by  Ferry11.  For TP4T, 
the  applied  stress  was  varied  between  5  Pa  and  20  Pa  and  for  TP8T  and  TR8T, 
between 5 Pa and 300 Pa. The stress values were chosen not to go beyond the linear 
regime.  The deformation  and  recovery phases were  followed  each  for  a period of 






the  protein  solutions were  equilibrated  for  10  h  at  20  °C  to  allow  complete  helix 









Protein  solutions of 0.5 mg/ml prepared  in phosphate buffer  (10 mM, pH 7) were 

















PAGE  (Figure 3.1a). All purified proteins migrated as  single bands  indicating a high 
purity  and  intactness,  although  TP8T  and  TR8T  showed  anomalous  migration 
behaviour  in SDS‐PAGE,  similar  to  the migration behaviour  found previously  for P4 
(chapter 2 and reference6), TP4T and TR4T (chapter 2). The molecular weights of TP8T 
and  TR8T  were  determined  by  MALDI‐TOF  MS.  Figure  3.1b  shows  that  the 
experimental values are in good agreement with the expected value of 78176 DA for 
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The  productivity  of  TP8T  and  TR8T was  estimated  to  be  1‐3  g/l  of  clarified  broth. 
These  values  are  very  similar  to  the production  yields previously  reported  for P46, 










block calculated on  the basis of  the  results obtained by Frank et al.13 and Engel et 
al.14. These results are consistent with the earlier reported values of Tm and enthalpy 
























































of  TP4T,  TR4T5,  TP8T  and  TR8T  was  investigated  by means  of  dynamic  rheology. 
Several concentrations of the four different protein gels were investigated. At 20 °C, a 
physical  gel  is  formed  due  to  triple  helix  formation  exclusively  by  the  collagen‐like 
end‐blocks  (T).  In  the  beginning  of  the  gelation  process  viscous  properties  are 
predominant but with  time, as  the protein network develops,  the elastic properties 
prevail. A steady‐state storage modulus  is reached after 5‐6 hours. All  four different 




G’’  values were measured as a  function of  frequency. Within  the available  frequency 
range, the elastic behaviour (G’) dominates over the viscous behaviour (G’’). The storage 






































































the  oscillatory  shear  data.  Figure  3.4  shows  creeps  curves  and  the  resulting 
frequency‐dependent  storage  and  loss modulus  for  several  concentrations  of 
TP4T,  TP8T  and  TR8T.  Similar  results were  found  for  TR4T5.  Both  frequency‐
dependent  and  creep  experiments  allowed  us  to  determine  the  plateau 
storage modulus G0 and relaxation time τ at different concentrations (symbols 




TR4T  (Figure  3.5a).  While  a  storage  modulus  of  ~  700  Pa  is  obtained  at  a 
protein  concentration  of  1.2  mM  with  TR8T,  a  comparable  value  is  only 
reached at a concentration of ~2 mM with TR4T gels. This difference  is most 
probably  related  to  the  fact  that  longer  chains  are  less  likely  to  form 
intramolecular  loops,  and  therefore  lead  to  a  higher  density  of  trimolecular 
(network‐building)  junctions  at  the  same  polymer  concentration5.  In  an 
attempt  to  provide  a  consistent  and more  thorough  interpretation  of  these 






































Figure  3.4  Creep  experiments  at  293  K  for  (a)  TP4T,  (c)  TP8T  and  (e)  TR8T  at  different 
concentrations as indicated; Combined frequency sweeps and converted creep experiments 
at 293K for (b) TP4T, (d) TP8T and (f) TR8T at different concentrations as indicated. 









































































































The  model  was  developed  based  on  classical  Flory15‐Stockmayer16  theory  of  gel 
formation  and  allows  calculation of  the  complete  (linear)  viscoelastic behaviour of 
the network. The model takes into account the equilibrium between helix formation 
and free ends by the trimer forming end‐blocks (T)5, 14. The formation of helices can 
occur  in  two ways: a  triple helix  formed by  three T end‐blocks  coming  from  three 
different chains (junction) or, by two of the three T end‐blocks coming from the same 
chain  (loop)  and  one  from  a  different  chain.  Only  junction  points  with  all  three 
branches  linked  to  the  gel network  contribute effectively  to  the elastic properties, 

















where C*,  is  related  to  the dimension of  the chains and can be estimated as C*~1/ 
(4/3πRg3), where Rg is the radius of gyration of a polymer coil of a certain volume V. 



















when a  triple helix  (junction point) dissociates5. The  relaxation  time  is given by  the 
following equation:      
  
 120  p                                                                                .                                           (3.3) 
 
where τ0  is the  life time of a single helix. Dissociation of helices  is also a function of 







HKK HH exp0,                                                                                                            (3.4) 
 
where  ΔH  is  the  molar  enthalpy  of  helix  formation.  Since  helix  formation  is  a 
exothermic  process  (ΔH  <0),  KH,  the  triple  helix  association  equilibrium  constant,  
decreases  with  increasing  temperature5.  The  shift  in  KH  brings  changes  in  the 
concentration of  junctions (CJ),  loops (CL) and free ends (CF) and thus changes  in the 
storage modulus, the relation time and the viscosity5. 
For  the  model  calculations  with  mid‐block  other  than  R4  it  was  necessary  to 
recalculate the overlap concentration (C*) which  is related to the dimensions of the 





indicate an ~8 %  lower hydrodynamic radius  (Rh)  for  the P4 block  (5.7 ± 0.3 nm) as 
compared to the R4 block (6.2 ± 0.4 nm). The measured hydrodynamic radius of R4 is 
smaller than the radius of gyration (Rg) of ~7 nm estimated earlier5 based on a master 






















The consequence of  fewer  loops  in  the system  is a higher storage modulus5. Figure 
3.6a  shows  the  dependency  of  the  fraction  of  junctions  (pJ)  and  loops  (pL)  on  the 





The  difference  is  more  pronounced  for  the  shorter  versions,  TP4T  and  TR4T. 
Although, P and R blocks are both  random  coils with exactly  the  same amino acid 
composition, their amino acid sequence  is different. Fitzkee et al17 have shown that 
even  a polypeptide  chain  that  assume  a  random  coil  conformation  still has  locally 
folded  conformations  that  contribute  to  the  overall  flexibility  of  the  chain. 
Apparently, this leads to a smaller radius of gyration for the P mid‐blocks than for the 






































concentration  at 293K: TR8T  (■), TP8T  (X)  , 
TR4T  (▲)  and  TP4T  (●);  (c),  (d)  and  (e) 
Plateau storage modulus (G0) as a function of 
temperature  for  different  concentrations  of 
TP4T: 2 mM  ( ), 1.6 mM( ), 1.2 mM  ( )  ; 























































































sweeps were  carried  out  also  at  higher  temperatures  (293‐323  K).  Figures  3.5c‐e 
show  the  plateau  storage modulus  (G0)  of  TP4T,  TP8T,  ad  TR8T  as  a  function  of 





the  temperature at which 50 % of all  the T end groups available  in  the system  (i.e. 











Figure  3.6  (a)  Dependency  of  fraction  of  junctions  (pJ)  and  loops  (pL)  on  protein 



















































properties  of  telechelic  polypeptides  with  trimer  forming  collagen‐like  end‐blocks 
four  versions  of  this  class  of  polymers,  differing  only  in  their mid‐block  length  or 
amino  acid  sequence, were  studied.  The  temperature‐dependent measurement  of 
the  storage  modulus  (reflecting  the  elasticity  of  the  gels)  showed  that,  besides 
polymer  concentration5,  the  length  of  the  random  coil  mid‐blocks  is  also  a 
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erosion,  which  in  turn  depends  on  both  temperature  and  initial  polymer 
concentration.  In addition, we also  show  that  the  release  kinetics of an entrapped 
protein  is  governed  by  a  combined  mechanism  of  erosion  and  diffusion.  The 
prevalence  of  one  or  the  other  is  strongly  dependent  on  polymer  concentration. 











this  reason  they are  increasingly being utilised  as delivery  systems  for  a  variety of 
therapeutic agents, especially because of their capacity to preserve the structure and 
functionality  of  incorporated  drugs,  particularly  pharmaceutical  proteins,  and 
because they are usually well tolerated by  living tissue3, 4. Hydrogels are hydrophilic 
polymeric matrices  that have  the ability  to absorb  large amounts of water and still 
maintain a distinct 3D structure4, 5. They are formed by either chemical (covalent) or 
physical (reversible) cross‐links between hydrophilic polymer chains, which prevents 
these chains  from dissolving  in water.  In recent years, there has been an  increasing 
interest  in physically  cross‐linked hydrogels, because  the use of  crosslinking agents 
can be avoided with these systems. These agents can not only affect the integrity of 
the  substance  to  be  entrapped  (e.g.  proteins,  cells)  but  they  are  often  toxic 
compounds which have  to be  removed/extracted before  the gels can be applied  in 
the body5. Because proteins possess many mechanisms for the physical association of 
peptide  segments,  they  can  be  used  to  form  gel  networks  in  aqueous  solution. 
Peptide‐based  biomaterials  are  attractive  because  of  their  programmable, 
biodegradable  and  bioresorbable  nature2.  A  classic  hydrogel‐forming  protein  is 
gelatin,  a  natural  polymer  derived  from  collagen,  which  is  a  biocompatible  and 
biodegradable material widely used  for pharmaceutical and medical applications6‐8. 
However, the variability in composition and structure of animal‐derived gelatins, and 
the  possibility  of  inflammatory  responses  in  humans  urged  the  development  of 
techniques  for  the  recombinant  production  of  collagen  and  gelatin6,  9.  A  major 
advantage of recombinant production is the ability to genetically control the protein 
structure  and  thereby,  its  physical  and  chemical  properties5,  10.  Despite  the 









thermosensitive  gels  with  highly  controllable  and  predictable  properties.  Gel 
formation  is obtained by  combining  collagen‐inspired  (Pro‐Gly‐Pro)n end‐blocks  (T), 
which  have  triple  helix‐forming  ability, with  highly  hydrophilic  random  coil  blocks 
defining  the distance between  the  trimer  forming end‐blocks. These monodisperse 
triblock  copolymers  have  a  defined  molecular  weight,  and  controllable  physical‐
chemical properties. Importantly, they form gels with a molecular architecture that is 
much more defined than that of traditional gelatins. 
We  have  shown  that,  small,  but  tailored  changes  in  length  of  the  different  blocks 
result in significant changes in their properties (chapter 3). The thermostability of the 
hydrogels formed by these polymers can be tailored by changing the number of (Pro‐





The  aim  of  the  present work was  to  study  the  in  vitro  kinetics of  gel  erosion  and 
protein  release  from  this new  type of hydrogels. Bovine Serum Albumin  (BSA) was 
used  as model  protein  for  in  vitro  release  studies.  The  hydrogel  forming  collagen‐
inspired  triblock  copolymers,  denoted  as  TR4T  and  TR8T  (chapter  2  and  3), were 
investigated. These consist of a mid‐block made of 4 or 8 repeats of highly hydrophilic 
random  coil R blocks  and  triple helix  forming  T  end‐blocks of  9  repeating units of 
(Pro‐Gly‐Pro) resulting  in a gel melting temperature of ~37 °C (chapter 2 and 3, and 
reference15). Temperature, polymer concentration and the length of the random mid‐
blocks  of  the  recombinant  polymers  were  varied  to  establish  the  potential 














(TFA)  were  provided  by  Sigma‐Aldrich  (Zwijndrecht,  The  Netherlands).  Phosphate 
buffer  saline  pH  7.4  (PBS  (8.29  g/l  NaCl;  3.1  g/l  Na2HPO4.12H2O;  0.3  g/l 
NaH2PO4.2H2O))  was  purchased  from  Braun  Melsungen  AG  (Germany)  and 
acetonitrile (ACN) was purchased from Biosolve (Valkenswaard, The Netherlands). 
Biosynthesis of triblock copolymers 
The  construction of  the  genes encoding  TR4T  (~42  kDa)  and  TR8T  (~78  kDa),  their 
transfection  to  Pichia  pastoris,  production  and  purification  has  been  previously 




The  rheological  measurements  where  preformed  with  an  Anton  Paar  Physica 
MCR301 rheometer, equipped with a cone and plate geometry of 50 mm diameter. 
Temperature control was insured by a Peltier system, which allowed fast heating and 
cooling.  Polymer  solutions were  prepared  in  PBS  buffer  pH  7.4  containing  0.02 % 
(w/w)  of  NaN3  (PBS/NaN3)  buffer,  heated  for  half  an  hour  at  60  °C  and  then 
introduced  in  the pre‐heated geometry. The system was subsequently quenched  to 
20  °C  to  induce  gel  formation.  A  solvent  trap  was  used  to  prevent  evaporation. 
Gelation was followed for 5h at 20 °C by measuring the storage modulus (G’), as well 
as the loss moduli (G”) at a frequency of 1 Hz and a controlled strain of 1 %. 
The  average  molecular  weight  between  cross‐links,  Mc,  was  calculated  from  the 
plateau  storage  modulus  (G0)  using  Equation  (1)15,  17,  derived  from  the  classical 

















The  triblock  copolymers were dissolved at a  concentration of 10 % or 20 %  (w/w) 
(total weight 60 mg) in PBS/NaN3 buffer at 60 °C in cylindrical shaped glass vials with 
a  diameter  of  5 mm. Next  20  µl  of  a  100 mg/ml  (w/w)  solution  of  Dextran  Blue 
(Mw=2,000,000 g/mol)  in PBS/NaN3 buffer was added to the polymer solutions and 
the mixture was heated to 42 °C for 10 min to allow homogeneous distribution of the 









































rheological  properties  have  been  extensively  studied  and  reported  previously 
(chapter 2, 3 and  reference15). However, because  the polymer concentrations used 
here are higher than used in the earlier rheological studies, we measured the storage 
(G’)  and  loss modulus  (G”)  of  TR4T  and  TR8T  at  the working  concentrations  and 
determined  the molecular  weight  between  cross‐links  (Mc).  Figure  4.1  shows  the 
storage modulus of the different hydrogels as a function of time, measured at 20 °C 
for 10 and 20 % (w/w) formulations. The G’ increased and reached a plateau after 3h 
or  less,  indicating  that  gel  formation  was  complete.  As  expected,  the  storage  G’ 









end‐blocks  are  responsible  for  trimer  self‐assembling,  essential  for  the  network 
formation, a higher molar ratio of T end‐blocks results in a higher G’.  
















































The  stability  of  the  hydrogels  was  investigated  by  measuring  the  time‐dependent 
changes  of  their  volume  (reflected  by  their  height).  Figure  4.2  shows  the 
swelling/dissolution profiles of TR4T and TR8T gels at a polymer concentration of 10 and 
20 % (w/w). In line with their higher mechanical strength and thus the highest cross‐link 
density, TR4T  gels were  stable  for  longer periods  than TR8T  gels at  the  same weight 
concentration. Figure 4.2  shows  that at 20  °C, TR4T 20 % gels  fully dissolved after 18 








































At 37 °C, close to the hydrogels melting temperature, hardly any swelling was 
observed. At this temperature, the dissociation rate of the trimer forming junctions 
and dissolution of the separate polymer chains is much faster than the rate of water 
uptake. 
To evaluate the hydrogel degradation more accurately, at both 20 °C and 37 °C, 
release of Dextran Blue into the incubation buffer was monitored in time. Dextran 
Blue is a very large molecule, with a molecular weight of ~2 MDa, and is therefore 
essentially immobile in the network and can only be released by surface erosion. 
Figure 4.3a-b and Figure 4.4 show that Dextran Blue was released at a constant rate 
over time and 100 % release of the loaded amount was reached when the gels were 
fully dissolved. It also demonstrates that an increasing polymer concentration 
influences the release kinetics of Dextran Blue. For both TR4T and TR8T at both 10 
and 20 % (w/w) polymer concentration, the release kinetics of Dextran Blue correlate 
well with the time dependent height variation shown in Figure 4.2, confirming that 
the degradation of the gel at 20 °C is mainly mediated by surface erosion. These 
observations can be confirmed by fitting the experimental Dextran Blue release data 









                                                                                                                                 (4.2) 
 
where Mt/M∞ represents the fractional release of the entrapped compound, k is a kinetic 
constant, t is the release time and n is the diffusion exponent that can be related to the 
release mechanism of the entrapped molecules. If n=0.5 the release is controlled by Fickian 
diffusion, if n=1 the release is controlled by surface erosion, and if 0.5< n <1 then both 
diffusion and erosion play a role in the release mechanism. For the Dextran Blue release 
profiles at 20 °C (Figure 4.3a–b), the calculated n values were between 0.93 and 1.00. The 
release of Dextran Blue at 20 °C presents thus a zero order kinetics profile due to surface 







cyclodextrin/cholesterol/PEG hydrogels21,  the assumption  that Dextran Blue  is  trapped as 























but  here,  the  hydrogel  dissolution  is  accelerated  by  the  higher  temperature  and 
complete  release  is  reached  already  after  48  h,  when  the  gel  is  fully  dissolved. 
However, for applications at 37 °C a higher gel stability can be achieved by increasing 
the length of the terminal (Pro‐Gly‐Pro)n blocks. 





































































release  from  20%  (a)  and  10%  (b)  (w/w) 
TR4T and TR8T hydrogels at 20 °C ((▼) BSA 
release  from  TR4T  hydrogels,  ( )Dextran 
Blue  release  from  TR4T  gels,  (■)BSA 






































(▼)  BSA  release  from  TR4T  hydrogels,  ( )Dextran  Blue  release  from  TR4T  gels,  (■)BSA 




BSA  (Mw 67 kDa) was used as model protein  to  study  the  influence of hydrogel 
composition and temperature on release. Figure 4.3‐4.5 show that, at both 20 °C 
and 37  °C, BSA  release  from gels  consisting of 10 and 20 %  (w/w) TR4T or TR8T 
was  sustained.  Most  importantly,  quantitative  (100  %)  protein  release  was 
observed, meaning  that BSA did neither  aggregate nor precipitate. Also, protein 
release from all hydrogels at all polymer concentration is faster than the release of 
Dextran  Blue which,  as  shown  above,  can  only  be  released  by  surface  erosion 
(Figure 4.3‐4.4).  
To  characterise  the  release mechanism  of BSA  from  the  different  hydrogels  the 
experimental data were  fitted to Equation  (4.2). The diffusion exponents  (n) vary 






























to  a  first  order  release  kinetics20,  and  thus,  BSA  release  from  10 %  (w/w)  TR4T 
hydrogels  is controlled by Fickian diffusion. At  first sight,  the calculated diffusion 
exponents  (n)  are  higher  for  20  %  (w/w)  gels,  which  would  indicate  that  the 
release  would  be  more  surface‐  and  less  diffusion‐controlled  at  these  high 




the  gel.  In  the  first  hours,  hardly  any BSA  is  released  from  the  gel,  and  release 
starts  only  after  10‐24  h, when  the  swelling  ratio  is  ~2,  demonstrating  that  the 
networks are very tight and only when, sufficient water has been absorbed by the 
matrix  the  hydrogel mesh  size  is  sufficiently  large  to  allow  protein  diffusion.  A 
similar  sustained  release  profile was  also  found  for  other  proteins  proving  the 
versatile character of these hydrogels as drug delivery system. The release kinetics 
for  myoglobin  can  be  found  in  Figure  4.6.  Comparison  of  the  release 
characteristics of the 10 and 20 % (w/w) gels shows that drug release from these 



























At  37  °C,  the  release  of  BSA  is  largely  determined  by  the  melting  rate  of  the 
hydrogels.  In  agreement  with  the  higher  equilibrium  concentration  of  junctions 
(physical  cross‐links)  remaining  at  this  temperature  in  TR8T,  as  compared  to  TR4T 
(chapter 3)22, the release of BSA  (partly controlled by diffusion) and the gel erosion 
was somewhat slower in TR8T than in TR4T. Nevertheless, complete release from 20 
%  gels  was  reached  after  only  48  h  even  for  TR8T  gels,  in  agreement  with  the 
completion  of  the  Dextran  Blue  release  at  the  same  polymer  concentration  and 














































































Figure 4.6 Cumulative Myoglobin  release  from 20 %  (w/w) TR8T hydrogels at 20  °C  (a)  in 







in  vitro,  along  with  the  time‐dependent  erosion  of  the  gels.  Apart  from  initial 
swelling, the volume of the gel gradually decreased due to surface erosion, which was 
governed  by  concentration  and  temperature.  The  gels  showed  a  continuous  and 
quantitative release of the entrapped protein by a combined mechanism of erosion 
and diffusion,  the kinetics and relative predominance of which could be  tailored by 
manipulating  the  concentration  and  design  (i.e.  the  length)  of  the  gelatin‐like 
polymer. These hydrogels are attractive protein delivery systems  for  three  reasons: 




automatically  implies  the  freedom  to  tune  their  erosion  and melting behaviour by 














































varying  the  length  and  secondary  structure  of  the  mid‐block  and  optionally,  by 
designing  end‐blocks  with  different  thermostability.  The  end‐blocks  used  in  the 
present  polymers  had  a  triple  helix melting  temperature  of  ~40‐41  °C15,  24  but  for 
example, we have also developed end‐blocks  that melt at ~ 15‐20  °C  (unpublished 
data),  or  at  ~57  °C24. Note  that  the  gels melt when  the  percentage  of  end‐blocks 
involved  in  trimolecular  junctions becomes  lower  than  fifty, which  is always below 
the Tm of the triple helices15, 22. The present synthetic mid‐blocks can also be replaced 
by human sequences, or by particular amino acid sequences that promote or avoid, 
depending  on  the  purpose,  the  binding  of  specific  organic molecules.  The  unique 
characteristics  and  the  possibilities  for  tailored  design  of  this material makes  it  a 
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We  have  recently  developed  a  new  class  of  gel‐forming  collagen‐like  tri‐block 
copolymers with biomedical  relevance.  These  consist of highly hydrophilic  random 
coil mid‐blocks, in combination with proline rich trimer‐forming end‐blocks. With the 
aim  of  producing  higher  amounts  of  protein material  for  future  applications  and 
research we have carried out, at pilot‐scale, the fermentation and purification of five 
of these proteins with molecular weights ranging  from ~42 kDa to ~114 kDa. Pichia 
pastoris  strains were  grown  in  a  140  l  bioreactor  (100  l working  volume)  using  a 





purified  proteins  (purity  of  at  least  98  %)  were  intact  and  showed  a  similar 
performance to those obtained using lab‐scale procedures. The good productivity and 




















used  biomaterials  in  a  range  of  different  clinical  applications1.  The  use  of 
recombinant  techniques  for  the  production  of  collagen  and  gelatin  (denaturated 
collagen) with defined  composition and  structure, and  thus predictable properties, 
has  opened  the  way  for  the  development  of  novel  materials.  Furthermore, 
recombinant microbial  production  eliminates  the  concerns  related  to  the  quality, 
purity  and  predictability  of  animal  derived  collagen  and  gelatin  and  the  risks  of 
transmission of infectious agents2, 3.  
Several  microbial4‐7  and  non‐microbial8‐13  sources  have  been  explored  for  the 
production of recombinant collagen and gelatin. However, microbial approaches have 
advanced  faster and  shown  to be more attractive  for  commercialisation  than non‐
microbial approaches2.   The methylotrophic yeast P. pastoris  is one of the  favoured 
hosts for the recombinant production of these proteins, especially because of its high 
levels  of  heterologous  gene  expression  and  secretion  of  low  levels  of  endogenous 
proteins,  hence  facilitating  purification14,  15.  In  addition,  recombinant  products 
derived  from  P.  pastoris  fermentations  were  shown  to  have  excellent 
biocompatibility as determined in animal studies16. 
 Successful recombinant production and purification at small‐scale of hydroxylated17, 




forming  properties  (chapter  2  and  3).  Gel  formation  is  obtained  by  combining 
collagen‐inspired (Pro‐Gly‐Pro)9 end‐blocks (T),  inspired by and behaving  like natural 















scale  (chapter 2 and 3). However, we  feel  that  to deliver  the amounts of material 
necessary  for  clinical  applications,  methods  for  large‐scale  production  and 
purification  of  these  proteins  need  to  be  investigated.  Consequently,  as  a  further 
development  to  our  previous works, we  now  report  on  the  pilot‐scale  production 
(140 l) and purification of five members of this new class of collagen‐inspired triblock 
copolymers. In addition to the above mentioned proteins, we also fermented for the 
first  time a 1253  amino  acid  long  (~114  kDa) protein belonging  to  the  same  class, 






The construction of  the genes encoding TP4T and TR4T  (chapter 2)  (both ~42 kDa), 
TP8T and TR8T  (chapter 3)  (both ~78 kDa) and  their  transfection  to P. pastoris has 
been  described  in  detail  in  chapter  2  and  3.  The  previously  described  vectors 









vector pMTL23‐TP12T. TP12T  fragment was  then cloned  into P. pastoris expression 
vector  pPIC9  (Invitrogen)  via  XhoI/EcoRI.  TP4T,  TR4T,  TP8T,  TR8T  and  TP12T  DNA 






Fermentation  basal  salts medium  contained,  per  l:  26.7 ml  H3PO4  85  %,  1.175  g 
CaSO4.2H2O,  18.2  g  K2SO4,  14.9  g MgSO4.7H2O,  4.13  g  KOH,  40.0  g  glycerol.  Trace 




P. pastoris  strains were  cultivated  in  a  stainless  steel  reactor  (Applikon,  Schiedam, 
The Netherlands) with a total volume of 140  ls, 39.1 cm  inner diameter and 114 cm 
height)  and  a working  volume  of  100  ls,  and  a  d/D  ratio  of  0.358  (ratio  of  stirrer 
diameter to vessel diameter). Probes and sensors were connected to the bioreactor 




250  rpm  in  baffled  flasks.  The  temperature was  controlled  at  30  °C,  the  dissolved 
oxygen  (dO2)  was  maintained  at  20‐30  %  saturation  and  controlled  by  the 
proportional integral derivative (PID) cascade controller, which automatically adjusts 
the  stirrer  speed,  the  airflow    rate  (max 20  l/min)  and  the pressure  (overpressure 
0.08‐0.8  bar).  The  pH  was  set  at  3.0.  Throughout  the  fermentation,  ammonium 










sharp  increase  of  dO2  concentration  (dO2  spike),  the  glycerol  fed‐batch  phase was 
initiated.  This  occurred  approximately  25  to  31  h  after  the  beginning  of  the 
fermentation by pumping a 50 % (v/v) glycerol‐water feed, supplemented with 12 ml 
PTM  trace elements per  l of mixture. The  initial  feed  rate was 17.7 ml of glycerol‐
water mixture per hour per l of initial medium and after 1 h the feed rate was linearly 
decreased from 17.7 to 0 ml/h in the course of 3 h. A cumulative amount of 35.4 ml 
per  l  of  initial medium  of  glycerol‐water mixture was  added  to  the  broth.   At  the 
beginning of  the  glycerol  fed batch phase,  the  airflow was  set  to 4  l/min  (per  l of 
initial volume).  
The methanol  fed batch phase  (induction phase) was started 1 h after  the glycerol 
fed‐batch  had  been  initiated.  First  a  fixed  amount  of methanol was  added  to  the 
culture medium  to a  final concentration of 0.15 %  (vol/vol)  (per  l of  initial medium 
plus  inoculum)  in order to relate the signal of the methanol sensor to the methanol 
concentration  in the fermentation broth. Subsequently, the methanol concentration 
in  the broth was  fixed at  the  set value by controlling  the methanol pump with  the 
help of the methanol sensor (Raven Biotech stand‐alone Model 2.1). The air stream 
was  enriched  with  10  %  pure  oxygen  (relative  to  saturation  with  air)  and  was 
controlled  by  the  agitation  speed  (maximally  700  rpm)  through  the  PID  cascade 
controller. The addition of methanol automatically  started when  the cells began  to 










Previous  to  the  harvest,  the  pH  of  the  fermentation  broth was  increased  to  8  by 
adding ammonium hydroxide,  so  as  to  allow precipitation of medium  salts. During 
this process, the temperature was decreased to 20 °C, the pressure was released and 
de  agitation was  set  to100  rpm.  Cell  removal was  done  by microfiltration  using  a 
cross‐flow  filtration  unit  equipped  with  a  flat‐plate  microfilter  (SmartFlow 
Technologies,  Optisep  11000,  5  m2,  0.22  µm)  mounted  in  a  stainless  steel  filter 
holder.  The  extracellular  fluid  was  collected  into  a  1500  l  stainless  steel  vessel 
previously heat‐sterilised and cooled  to 4  °C. The  cell broth was  concentrated  to a 
maximum of 30  ls and the concentrated cell broth was washed (diafiltrated) several 





slurry with  the precipitated product was microfiltrated using  the mentioned  cross‐
flow  filtration  unit  equipped  with  a  fresh  flat‐plate  microfilter  (SmartFlow 
Technologies, Optisep 11000, 5 m2, 0.22 µm). The retentate with  the protein  flocks 




temperature was  increased  to 45  °C  for approximately 15 min  to melt possible gel 
structures  and  the  solution  was  stirred  at  100  rpm.  The  temperature  was  then 
decreased to 20°C and the stirring continued until all the protein was dissolved. The 







The  above‐described  ammonium  sulphate  precipitation  and microfiltration  of  the 
precipitated  protein  polymer  was  repeated  once  more,  after  which  the  final 
resuspended protein pellet was desalted by ultrafiltration  (SmartFlow Technologies, 
Optisep 11000, 10 m2, PES 5 kDa cut off). During this procedure the protein solution 
was  diafiltrated  with  demineralised  water  until  the  conductivity  of  the  permeate 
emerging from the filter unit was lower than 100 µS. A final ‘dead‐end’ microfiltration 
with  a  disposable  Pall  filter  (Supor  Acropale  200,  0.2  µm)  served  to  remove  any 
possible  remaining  contaminations.  The  microfiltered  product  was  lyophilised.  In 
view of potential  contaminations  stemming  from  the ultrafiltration  step, enhanced 
purity was ensured by carrying out a second purification of the concentrated product 
in the laboratory. This would not have been necessary if we would have disposed of a 
completely  closed,  sterile  system.  Thus,  the  protein was  resuspended  again  after 
lyophilisation  in 4  l of Mili‐Q and precipitated  twice by addition of dry ammonium 
sulphate to 50‐60 % saturation, 20 min. centrifugation in a SLA‐3000 rotor (Sorvall) at 
10000 rpm, 4 °C and dissolution of the pellets  in the same amount of milli‐Q water. 
Finally,  40  %  (vol/vol)  ethanol  was  added  to  the  resuspended  pellet.    After 
centrifugation  in a Sorvall 3000 rotor at 10000 rpm,  (4 °C) the pellet was discarded 
and ethanol was added to the supernatant to a final concentration of 80 % (vol/vol). 





and  SeeBlue  Plus2  pre‐stained  molecular  mass  markers.  Gels  were  stained  in 
Coomassie  SimplyBlue  SafeStain  (Invitrogen)  and  distained  in  MQ  water. 








MALDI-TOF was performed using an Ultraflex mass spectrometer (Bruker). Samples 
were prepared by the dried droplet method on a 600 μm AnchorChip target (Bruker), 
using 5 mg/ml 2,5-dihydroxyacetophenone, 1.5 mg/ml diammonium hydrogen 
citrate, 25 % (vol/vol) ethanol and 1 % (vol/vol) trifluoroacetic acid as matrix. 
Measurements (20 Hz) were made in the positive, linear mode, with the following 
parameters: ion source 1, 20000 V; ion source 2, 18450 V; lens, 5000 V; pulsed ion 
extraction, 550 ns. Protein Calibration Standard II (Bruker) was used for external 
calibration. 
Rheology 
An Anton Paar Physica MCR301 rheometer, equipped with a stainless steel CC17 
Couette geometry, gap size: 0.71 mm, bob radius: 8.3 mm, and sample volume of 3 
ml, was operated at an angular frequency of 1 Hz and a strain of 0.1 %. Protein 
solutions (3.2 mM in 0.2 M sodium phosphate pH 3.0) were heated to 45 °C, 
introduced in the geometry, and subsequently quenched to 20 °C to induce gel 
formation. Melting of the gel was studied by a stepwise increase (2.5 °C/step) of the 




Production of collagen-inspired triblock copolymers at 140 l scale 
P. pastoris strains encoding the genes of five extracellular collagen-inspired triblock 
copolymers, i. e. TP4T, TP8T, TP12T, TR4T and TR8T, were grown in a 140 l (100 l 
working volume) bioreactor. All proteins have the same basic design consisting of 
triple helix-forming T end-blocks of 9 repeating units of (Pro-Gly-Pro) and a mid-block 
made of 4, 8 or 12 tandem repeats of highly hydrophilic random coil ‘P’ or ‘R’ blocks. 
The proteins molecular sizes ranged from ~42 kDa to ~114 kDa.  All proteins have 
























Figure  5.1  Profile  of  P.  pastoris  growth  for  TR8T  and  TP12T  fermentations.  Dotted  line 
markes the moment of induction. 
 
High  cell  density  culture  was  scaled  up  using  the  three‐phase  growth  strategy 
previously  developed  at  laboratory  (1‐3  l)  scale  (chapter  2  and  reference27).  The 
whole  fermentation process  lasted  for  ~  95‐110  h  and  comprised  a  glycerol  batch 
phase,  a  glycerol  fed‐batch  phase  and  a methanol  induction  phase.  The  fed‐batch 
cultivation mode was  initiated ~ 25‐31 h after  inoculation by applying  the glycerol‐
methanol mixed feeding strategy mentioned in Materials and Methods. Both biomass 
growth  and  methanol  consumption  were  very  similar  between  different 
fermentations. As  an example,  the  time‐dependent biomass  formation  (Figure 5.1) 






of  the  fermentation broth was monitored by densitometric analysis of  the product 
band  in SDS‐PAGE of samples of  that cell‐free  fluid,  in comparison  to  references of 
purified,  freeze‐dried  product  loaded  on  the  same  gel.  Figure  5.3  shows  the 
accumulation of protein  in the culture supernatant at several time points for a TR8T 
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fermentation. The accumulation of the target protein in the cell-free broth is 
indicated by a band of increasing intensity at the top of the gel. The protein 
concentration in the fermentation broth reached its maximum at the end of the 
fermentation. Clearly, these protein polymers show an anomalous migration 





















Figure 5.2 Methanol consumption profile for TR8T and TP12T fermentations 
 
Secretion of recombinant TR8T could be detected after 69 h of fermentation and no 
traces of secreted protein are detected before methanol induction (tind.= 29h). The 
concentration of TR8T in the cell-free broth, determined accordingly, was ~700 mg/l. 
A similar value was estimated for TP4T, TP8T, TP12T and TP12T. 
 













TP4T 41.7 477 110 49 92 
TP8T 78.2 498 98 53 93 
TP12T 114.6 409 97 44 85 
TR4T 41.7 410 100 53 94 
TR8T 78.2 400 96 46 89 
 
 









Figure 5.3 SDS-PAGE analysis of fermentation medium at several time points and purified 
TR8T. 1-Molecular mass marker, 2- t=25h (before induction), 3- t=45h, 4- t=69h, 5- t=91h, 6- 
t=96h (harvest), and 7- pure TR8T (10 µg). Lanes 1-5 all 15µl 
 
Pilot scale purification of collagen-like protein polymers 
Isolation of heterologous proteins secreted by P. pastoris is relatively simple as 
compared to other recombinant systems, because it grows on chemically defined 
media and does not secrete high amounts of endogenous protein
14, 15
. A clear 
supernatant can be obtained either by centrifugation or by filtration. We opted for 
cross-flow microfiltration. The protein was then purified from the cell-free 
supernatant by two steps of ammonium sulphate precipitation. The protein 
precipitate was separated from the resultant supernatant by cross-flow 
microfiltration and dissolved in demineralised water. Before lyophilisation, the 
product was desalted and concentrated by cross-flow ultrafiltration. Figure 5.4 shows 
a SDS-PAGE analysis of purified TP4T, TP8T, TP12T, TR4T and TR8T. The final recovery 






Figure 5.4 SDS-PAGE analysis of purified proteins. Lanes: 1-TP4T, 2- TP8T, 3- TP12T, 4- TR4T, 
5- TR8T, 6- Molecular mass marker. Lanes 2-6: 20 µg of purified proteins. 
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TR8T.  The purified proteins were  analysed by  SDS‐PAGE  and  all migrated  as  single 























end‐blocks.  In  the  beginning  of  the  gelation  process  viscous  properties  are 








































to be structurally  intact and have similar properties  to  the proteins produced using 
lab‐scale procedures. 




















Collagen  and  gelatin  are  important  materials  used  for  several  biomedical 
applications.  But  the  variability  in  composition  and  structure  from  animal  derived 
collagen and gelatin, and  concerns  related with  the possibility  that  these materials 
might  transmit  infectious  diseases,  has  accelerated  the  development  of  synthetic 
strategies  for the production of this class of proteins. P. pastoris  is the best studied 
and most used system  for  the high‐yield production of animal or synthetic collagen 
and  gelatine  at  laboratory  scale2,  28.  To produce  the material necessary  for  clinical 
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studies large amounts of product are required and efficient large-scale production 
strategies are needed. In this study, we meet these challenges by developing a pilot-
scale strategy for the fermentation and purification of a new class of gel forming 
collagen-like proteins. Five different proteins were fermented and purified TP4T, 
TP8T, TP12T, TR4T and TR8T. The pilot-scale production of each of these proteins was 
initiated to foster high productivity of protein for future applications and research. 
For the first time we carried out the fermentation culture in a 140 l fermenter and 
developed an efficient purification procedure for the production of large amounts of 
these proteins. High cell densities were reached (400<CWW<500 g/l of cell wet 
weight) and the expression level for all proteins fermented was ~ 700-800 mg/l of cell 
free broth. Although lower than the expression levels observed by us for lab-scale (3 
l) fermentations (1-3 g of protein/l of cell free broth) (chapter 2 and 3), this level of 
expression is still above several other pilot-scale and large-scale fermentation 
processes using P. pastoris as a host system for the secreted production of 
heterologous proteins where secretion yields are below 500 mg/l
14, 29-32
. Also, the 
final biomass concentration obtained at pilot-scale reached slightly lower values than 
at small-scale (550-600 g/l cell wet weight). Cell growth is especially important for 
secreted proteins, as the concentration of product in the medium is roughly 
proportional to the concentration of cells in the culture
14, 15
. Thus, the lower yield 
obtained directly relates to the lower biomass obtained for the pilot-scale 
fermentations. The protein concentration in the cell-free broth of a small-scale TP4T 
fermentation with a final biomass (CWW) of 400 g/l was estimated to be ~ 600 mg 
protein per l of cell free broth. This value corresponds nicely with the protein 
concentration obtained for the pilot-scale fermentations at similar (final) biomass 
concentration.  Dissolved oxygen is one of the most important factors for P. pastoris 
cell growth and heterologous protein expression. For this reason, the air is enriched 
with pure oxygen to increase productivity in Pichia fermentations
14, 15, 33
. In the lab-
scale fermentations, we enriched the air going into the fermenter with 20 % pure 
















capacity and easy operation procedure.  Several  studies34‐36 have  shown  that  cross‐
flow microfiltration  is a reliable and cost‐effective method for harvesting yeast cells 




precipitated  target  protein  after  ammonium  sulphate  precipitation.  The  total 
recovery  from  the  cell  free  broth  was  approximately  80‐95  %,  higher  than  the 






to  produce  designer  gelatins.  The  product was  intact,  had  a  high  purity  and was 
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this applications  is derived  from animal  sources, and  their molecular  structure and 
thermal  properties  cannot  be  controlled.  In  recent  years,  there  have  been  efforts 
made  to  replace  animal‐derived  collagen  and  gelatin  by  recombinant  alternatives. 
Although much has been achieved, there are still several questions to be addressed. 
The  recombinant production of non‐gel  forming  collagen‐like proteins  (gelatin) has 
advanced  fast.  Secreted  production  at  high  yields  has  been  realised  using  Pichia 
pastoris  as  a  recombinant  system.  As  opposed,  the  production  of  recombinant 
collagen‐like  proteins with  gel‐forming  capacity  remains  still  a  challenge.  This  is  a 
drawback  since  more  than  80  %  of  animal‐derived  gelatin  is  used  in  medical 
applications requiring gel formation, with the rest being applied mainly  in  injectable 
formulations (non‐gelling gelatin)1.   
Irrespective  of  the  expression  system,  recombinant  gel‐forming  gelatin  may  be 
obtained  by  producing  recombinant  collagen  and  then  denature  it  to  yield 
recombinant  gelatin.  The  production  of  gel‐forming  gelatin  implies  the  use  of  a 
recombinant system capable of performing several post‐translational modifications, 
the  most  important  being  the  hydroxylation  of  proline  residues  into  4‐
hydroxyproline.  The  presence  of  hydroxyproline  residues  is  important  for  the 
formation  and  thermostability  of  collagen‐like  triple‐helices,  but  most  of  the 
microbial  recombinant  systems  do  not  possess  endogenous  prolyl  4‐hydroxylase 
(P4H),  the  enzyme  performing  the  hydroxylation  of  proline  in  collagen  chains. 
Nevertheless, successful production of fully hydroxylated triple‐helical collagen could 
be  achieved  in  P.  pastoris  by  co‐expression  of  heterologous  P4H.  However,  the 
modest  yields  together  with  the  complex  downstream  processing  due  to  the 
intracellular  accumulation  of  protein  make  this  system  unattractive  for 
commercialization.  Possibly  due  to  similar  reasons,  other  reported  recombinant 
systems  used  to  obtain  hydroxylated  triple‐helical  collagen  have  not  advanced 






convert  recombinant  collagen  in  recombinant  gelatin.  Because  the  production  of 
correctly  folded  and  processed  triple‐helical  collagen  in microbial  systems  is  very 
complex,  we  have  adopted  in  this  thesis  an  alternative  approach  to  obtain 
recombinant gel‐forming gelatin without the need for hydroxylation. Gel formation is 









gel‐forming  collagen‐like  proteins.  The  design  of  these  proteins was  based  on  the 
principle that chemically synthesized collagen‐like peptides of the form (Gly‐Pro‐Pro)n 
have  the capacity  to self‐assemble  in stable  triple‐helices. Although, by  themselves, 
they  are  too  short  (5<  n  <20)  to  form  gels,  they  can  potentially  be  used  in  a 
multidomain  system where  they  serve  as  junction  points  in  a  gel  network. When 
designing protein polymers with gel‐forming capacity two, apparently contradictory, 
behaviours  should  be  taken  into  consideration:  interchain  interactions  should  be 
strong enough to keep the network together, and at the same time, the chains must 
allow  solvent  inside  the  network–  otherwise  the  polymer  will  precipitate  from 
solution  rather  than  forming  a  swollen  gel2. Gel‐forming  triblock  protein  polymers 
have been described before, making use of coiled‐coils2‐7, elastin‐mimetic motifs8, or 
the  fluorescent  protein DsRed6  as  the  cross‐link‐forming  domain.  In  this  thesis we 
describe  the design  (chapter 2) of a multidomain  (triblock)  class of proteins where 













By  changing  the  underlying  DNA  template, we  designed  several  versions  of  these 
triblock copolymers. Those are made of 9 repeating units of (Pro‐Gly‐Pro) end‐blocks 
(T), and mid‐blocks made of tandem repeats of highly hydrophilic 9 kDa blocks (Pn or 
Rn)  assuming  random  conformation:  the  polar  ‘P’  block  with  a  collagen‐inspired 
designer  sequence  consisting  of  (Gly‐Xaa‐Yaa)  repeats  and  the  ‘R’  block with  the 
same  amino  acid  composition,  but  quasi‐random  amino  acid  sequence.  Based  on 
studies  concerning  helix  melting  of  chemically  synthesized  (Pro‐Pro‐Gly)n9‐11,  we 
tentatively  choose  nine  (Pro‐Gly‐Pro)  repeats  (n=9)  in  order  to  provide  a melting 
point in a biomedical relevant range. 
Given  the  suitability  of  P.  pastoris  as  a  host  organism  to  express  and  secrete 
recombinant collagen‐like proteins, the DNA templates of several versions of triblock 
copolymers were  inserted  in  the yeast genome. P. pastoris  strains  secreted  several 











Protein  TP4T TP4T TP8T TR8T TP12T *TR12T 
~Mw (kDa)  42  72  114 
             *Strain available but never fermented 
 
The  same purification procedure, used previously  for  the non‐gelling block protein 
P412, was  successfully  adapted  for  the purification of  these proteins.  The  first  two 
proteins analysed were TP4T and TR4T  (chapter 2). According  to our expectations, 
these proteins  formed  thermoreversible hydrogels  at  room  temperature. We have 
shown that the (Pro‐Gly‐Pro)9 end‐blocks  in TP4T and TR4T are both exclusively and 
near‐quantitatively  involved  in  trimerization,  as  both  the  calorimetric  enthalpies 
obtained with DSC and the van’t Hoff enthalpies obtained with DSC and CD were  in 
good  agreement  with  values  expected  for  free  (Pro‐Gly‐Pro)99‐11.  Also  the  CD 
spectrum was consistent with the fact the ~88 % of the protein secondary structure is 
random  coil  and  only  ~12 %  forms  collagen‐like helices.  Since  only  the  end‐blocks 
exclusively  form  triple‐helices,  the molecular architecture of  the gels  is much more 
defined than that of animal‐derived gelatins (Figure 6.2), where triple‐helices can be 
formed  along  their entire  chain. The  cross‐links  in  animal  gelatin  gels have a wide 
variety of lengths, compositions, and melting temperatures.  
(Pro-Gly-Pro)n










Gelling  of  the  collagen‐inspired  triblock  copolymers  was,  as  opposed  to  animal 
gelatins,  independent  of  the  thermal  history,  meaning  that  the  storage modulus 
reached a stable plateau within approximately 5 h, and did not increase significantly 
after  the  temperature  was  lowered.  All  polymers  tested  (chapter  2,  3  and 




is  lowered  additional  helices  of  low  thermal  stability  are  formed,  contributing 
additionally to the storage modulus.  
Let us now look in more detail to the internal structure of these gels.  
Hydrogel  formation  is driven by  self‐assembly of  the T end‐blocks  that  form  triple‐
helices.  Helices  can  be  formed  either  by  three  T  end‐blocks  coming  from  three 
different chains (junction) or by two of the three T end‐blocks coming from the same 
molecule  (loop).  Only  junction  points  with  all  three  branches  linked  to  the  gel 
network  connect elastically  active  chains, while  loops  and  free  (dangling) ends, do 
not13  (Figure  6.3).  According  to  classical  gel  theory,  the  storage  modulus  is 
proportional  to  the concentration of elastically active chains,  i.e. chains  that bridge 
two cross‐links  in  the gel. The  results obtained by Skrzeszewska et al13 using TR4T, 
indicated that the fraction of chains that are active increases strongly with increasing 
concentration. The same relation was, not surprisingly, observed for TP4T, TP8T and 
TR8T  (chapter 3). The probability  that  three end‐blocks  from  three different chains 
form a  junction point  is higher than the probability of having a  loop (or a free end), 
because at higher concentrations, the chains are closer together. A consequence of 


































fifty  percent  at  significantly  lower  temperatures  than  the  total  helix  content 
(junctions and loops). This effect is stronger for low polymer concentrations because, 
as  explained  above,  the  fraction of  loops  increases with decreasing  concentration. 















function,  and,  in  this  way,  a  tailored  response  of  the  hydrogels  for  a  specific 
application may  be  achieved.  This  is  an  advantage  as  compared  to  animal‐derived 
gelatin  gels, where,  due  to  the  complexity  of  their  composition,  relatively  little  is 
known about gelatin structure and about structure‐properties relationships. 
In order to explore the relationship between the mid‐block size and hydrogel‐forming 
properties  of  these  telechelic  polypeptides with  trimer  forming  collagen‐like  end‐
blocks four versions of this class of polymers, differing only in their mid‐block length 
or amino acid sequence, were studied (chapter 3). For both long and short13 versions, 
the  storage  modulus  (measure  for  the  elasticity  of  the  gels)  showed  a  strong 
dependency upon concentration and  temperature. However,  the  longer versions of 
the  collagen‐like  protein  polymers,  i.e.,  TP8T  and  TR8T  had  considerably  higher 
storage modulus than their shorter counterparts, TP4T and TR4T, at the same molar 
concentration of trimer forming end‐blocks. This difference is related to the fact that 
longer  chains  are  less  likely  to  form  intramolecular  loops,  and  therefore  lead  to  a 
higher  density  of  trimolecular  network‐building  junctions  at  the  same  polymer 
concentration  (chapter  3  and  reference13).  Less  expected  was  the  difference  in 
storage modulus  observed  between mid‐blocks  of  the  same  length  but  different 
amino  acid  sequence,  i.e.,  between  TP4T  versus  TR4T,  and  TP8T  versus  TR8T. 
Although the P and R blocks are both random coils with exactly the same amino acid 
composition,  their  amino  acid  sequence  is  different‐  the  R  block  is  a  ‘randomized 
version’ of the P block amino acid sequence. Fitzkee et al.14 have shown that even a 







This  effect  is  stronger  for  the  proteins  with  the  shorter  mid‐blocks  because  the 
fraction of loops decreases with increased polymer length (chapter 3). 
We  have  also  observed  that  the  length  of  the mid‐block  had  an  influence  on  the 
melting  temperature  of  the  gels  (but  not  on  the  helices  Tm).  The  temperature  at 
which  50 %  of  the  end‐blocks were  involved  in  junctions  (Tm) was  lower  for  the 
shorter  polymers  than  for  the  longer  polymers,  as  the  loop  fraction  is  higher  for 
polymers  with  shorter  mid‐blocks.  As  a  consequence,  for  the  same  molar 
concentration of end‐blocks, the proteins with  longer mid‐bocks had higher Tm. The 




of  this  particular  class  of  hydrogels  enables  the  prediction  of  the  complete 
viscoelastic behaviour of the network when the polymer structure is well known. Our 
results  suggest  that,  by  controlling  the  structure  of  the  present  type  of  hydrogel‐
forming polymers  their physical‐chemical properties can not only be controlled and 
predicted but also changed in order to match a variety of different applications 
In  chapter 3 we have only explored  the effect of mid‐block  length and amino acid 
sequence in the viscoelastic behaviour of the networks. However, further research is 
necessary, to understand how the introduction of another type of block might affect 
the networks. For  instance,  the  introduction of charged or hydrophobic blocks may 
change  the  intermolecular  interactions  between  mid‐blocks,  by  attraction  or 















drugs,  particularly  pharmaceutical  proteins,  and  because  they  are  usually  well‐
tolerated by living tissue21, 22.  
It  is  generally  accepted  that  one  of  the  prerequisites  for  further  progress  in  the 
design  of  drug  delivery  systems  is  the  creation  of  macromolecular  carriers  with 
precisely defined structure and properties that match a physiological process15.  It  is 
for  this  reason  that  stimuli‐responsive  hydrogels  are  of  significant  interest.  These 
hydrogels can undergo volume and phase transition induced by minor changes in the 





So  as  to  establish  the  potential  applicability  of  these  materials  as  drug  delivery 
matrices,  temperature,  polymer  concentration,  and  the  length  of  the  random  coil 
mid‐blocks  of  the  recombinant  polymers  were  varied  (chapter  4).  The  time‐
dependent  release  of  entrapped  protein  from  TR4T  and  TR8T  hydrogels  was 
investigated  in  vitro,  along with  the  time‐dependent  erosion  of  the  gels.  The  gels 
showed  a  continuous  and  quantitative  release  of  the  entrapped  protein  by  a 
combined  mechanism  of  erosion  and  diffusion.  The  kinetics  and  relative 
predominance  of which  could  be  tailored  by manipulating  the  concentration  and 
design  (i.e.  the  length) of  the  collagen‐like polymer. The  results  suggest  that  these 
hydrogels  are  attractive  protein  delivery  systems  because  they  did  not  appear  to 
induce aggregation of entrapped protein, and finally released 100 % of the entrapped 









The hydrogels used  in  the study described  in chapter 4 have melting  temperatures 
close to ~37 °C (chapter 2 and 3). At this temperature the gels erode rather quickly 
(1‐2  days  depending  on  the  concentration  used).  For  this  reason  the  controlled 
release  experiments  were  mainly  preformed  at  20  °C.  At  this  temperature  the 
hydrogels  were  stable  over  two  weeks  allowing  the  study  of  their  erosion  and 
controlled  release  kinetics.  But  controlled  delivery  applications  require  hydrogels 
stable at physiological  temperature over extended periods of  time  (several weeks). 
The future use of this hydrogels as controlled release systems depends greatly upon 
the possibility of increasing their thermostability by increasing the number of Pro‐Gly‐
Pro)  repeats. However,  there might be a  limitation on  the number of  (Pro‐Gly‐Pro) 
repeats  that  can be added. Not only  the amino acid  sequence might become  very 
repetitive  leading  to  translational  problems  in  the  cell, which might  result  in  low 
yields or no expression at all; but also end‐blocks with higher thermostability (melting 
temperature) might induce trimer formation inside the yeast cell leading to secretion 
problems.  The  expression  and  production  of  collagen‐inspired  triblock  copolymers 
with longer end‐blocks is currently being addressed in another project. 
Another  important  issue  in  developing  controlled  release  systems  for  protein 
pharmaceuticals  is  the  preservation  of  structure  and  activity  of  the  incorporated 
protein,  during  and  after  casing.  The  incorporation  of  the model  protein  into  the 
collagen‐inspired  hydrogels  was  done  at  ~42  °C.  Below  this  temperature  gel 
formation occurs almost  instantaneously not allowing a uniform distribution of  the 
model  protein  in  the  network.  Many  pharmaceutical  proteins  might  loose  their 
activity  or  structure  at  this  temperature.  Future  in  vitro  studies  are  necessary  to 










in  whether  or  not  a  relevant  pharmaceutical  material  is  available  in  sufficient 
amounts to be used for application studies and eventually enter human clinical trials 
and  the marketplace.  In  chapter  5  we  describe  the  development  of  a  pilot‐scale 
process  for  the  fermentation  and  purification  of  this  new  class  of  gel  forming 
collagen‐like  proteins.  The  procedures  used  for  lab‐scale  fermentation  (3  l 
bioreactors) and purification provided the basis for the development of a pilot‐scale 
fermentation and purification  scheme. P. pastoris  strains were grown  in a 140  litre 
bioreactor.  The  fermentation  culture  reached  high  cell  densities,  and  all  proteins 
fermented  (proteins  in  table  6.1) were  efficiently  expressed  and  secreted  into  the 
fermentation  medium  at  a  concentration  of  ~700‐800  mg/l  of  cell  free  broth. 
Although lower than the expression levels observed for lab‐scale fermentations (1‐3 g 
of protein/l of cell free broth) (chapter 2 and chapter 3), this level of expression is still 
above  several  other  pilot‐scale  and  large‐scale  fermentation  processes  using  P. 




downstream  processing  processes  and  equipment  chosen  support  linear  scale‐up 
under  good manufacturing  practices  (GMP).  Furthermore  the  use  of  P.  pastoris  is 
ideal  for  the  production  of  proteins  with  pharmaceutical  or  medical  relevance 
because  the  medium  components  are  inexpensive  and  defined,  and  this  yeast 
secretes  low  amounts  of  endogenous  proteins  facilitating  purification  of  secreted 
recombinant proteins. The effort  to generate  certified production  is  low  compared 
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with other expression systems, where media components or by-products of the 
expression organisms can give rise to purification problems
29, 30
.  
The good productivity and efficient downstream processing shown in chapter 5 
provide a promising perspective towards a potential further scale-up to industrial 
production of these proteins. In fact, the pilot-scale scheme presented here could be 
readily translated to large-scale without need for further development. However, 
additional research may be necessary to improve yield, since this might be a 
bottleneck when producing enough material for future clinical applications and, 
ultimately, commercialization.  
As pointed out in chapter 5 a possible reason for the lower yield at pilot-scale as 
compared to lab-scale, was a decrease in dissolved oxygen inside the fermenter. 
Dissolved oxygen is often a limiting factor when a high growth rate is reached. This is 
even more critical in larger fermenters, because the oxygen can be depleted in some 
area of the reactor. Additionally, dissolved oxygen is one of the most important 
factors for P. pastoris cell growth and heterologous protein expression.  For this 
reason, the air is enriched with pure oxygen to increase productivity in Pichia 
fermentations 
27, 30, 31
. In the lab-scale fermentations, we enriched the air going into 
the fermenter with 20 % pure oxygen. At pilot-scale it was not possible to enrich the 
air stream with the same percentage of pure oxygen. The bioreactor cooling system 
could not cope with the rise in temperature as a result of an increase in O2 
consumption. We had to decrease the percentage of pure oxygen in the air stream to 
~10 % to avoid the temperature to rise above 30 °C, which would lead to cell death. 
Further investigation should be done using a more efficient cooling system in order to 
be able to increase the percentage of pure oxygen in the air stream. 
There are several other fermentation factors that can be modified in standard 
fermentation protocols to improve yield. Temperature and pH are two important 
fermentation parameters often influencing the yield of secreted proteins. Changes in 
standard protocols to both of these parameters in several P. pastoris fermentations 





the  fermentation medium31‐35. We  have  carried  out  at  lab‐scale  two  independent 




can  be  conclude  that  the  pH  and  temperature  conditions  chosen  for  the 
fermentations are already optimum and no  further  improvements may be achieved 
by altering these factors. 
Another  way  of  optimizing  protein  expression  in  P.  pastoris  is  by  isolation  of 
multicopy expression  strains,  i.e.,  strains  that  contain multiple  integrated  copies of 
the required gene27, 38. There are several studies were the increase in copy number of 
a gene could drastically enhance  the expression  levels of  recombinant proteins39‐43. 
However,  it should be  taken  in consideration  that  there  is an optimal copy number 




Over  the  course of  this project we designed,  and produced  successfully  in  yeast  a 
novel  class  of  gel‐forming  collagen‐inspired  triblock  copolymers.  Additionally, 
important steps have been taken in their characterization and potential application as 
drug  delivery  systems.  The  work  described  here  demonstrates  these  gel‐forming 
proteins are good  candidates  to  replace animal‐derived gelatin. As opposed  to  the 
latter, they have a defined molecular composition and predictable physical‐chemical 
properties.  Importantly,  they  form  gels with  a molecular  architecture  that  is much 
more  defined  than  that  of  traditional  gelatins,  allowing  a  thorough  study  of  their 
structure and structure‐function relationships. 
Future studies should focus in exploring the tailorability of these protein polymers for 
a  diverse  range  of  pharmaceutical  and medical  applications. We  have  shown  that 





different  blocks  with  other  characteristics  and  functionalities  will  create  new 
possibilities and business opportunities. For example, the present hydrogels might be 
used  as  growth  scaffolds  for  tissue  formation,  and,  at  the  same  time,  act  as  a 
repository for various growth factors to facilitate tissue regeneration. The porosity of 
such  scaffolds  could  be manipulated  by  varying  polymer  concentration  and/or  the 
length  of  the  mid‐blocks.  Furthermore,  the  insertion  of  specific  cell  binding 
sequences in the mid‐blocks could strongly enhance cell viability and proliferation in 
such scaffold, as has been observed for dextran‐based hydrogels functionalised with 
certain  peptide  sequences44.  Also,  these  hydrogels  could  be  used  to  immobilize 
enzymes  and  cells,  or  be  developed  as  in  situ  delivery  systems  for  applications  in 
cancer  therapy.  Another  possibility  is  to  insert  mid‐blocks  with  another  type  of 
folding pattern, or different stimulus responsiveness, e. g. pH responsive mid‐block, 
which can lead to various functional materials.  
For  the  further  development  of  the  present  collagen‐inspired  self‐assembling 
hydrogels  as  biomaterials,  in  vivo  studies with  therapeutic  relevant  proteins,  and 
biocompatibility and  cytotoxicity  studies need  to be performed. This would  further 
enhance the potential application of these hydrogels in humans as controlled delivery 
systems  or  as  scaffolds  in  tissue  engineering  applications.  In  particular, 
biocompatibility is a critical issue for the use of these materials in humans. One of the 
mid‐blocks  presented  here  showed  favourable  biocompatibility,  as  compared  to 
animal products  in blood applications45, and  the  capacity  to attract human  cells  in 
culture46.  These  results  suggest  these  hydrogels  are  not  expected  to  induce 
immunogenetic responses.  In addition, their structural design as triblocks allows for 









production develops and becomes progressively  cheaper, even  some  technical and 
food applications might become feasible.  








































































































partially  degraded  collagen)  are  a  commonly  used  biomaterial  in  several medical  and 
pharmaceutical applications. However,  the variability  in composition and  structure of 






based  production  systems  have motivated  scientists  to  find  recombinant  alternatives. 
Although much has been achieved there are still several questions to be addressed. The 
recombinant production of non‐gel forming collagen‐like proteins (gelatin) has advanced 
fast.  Secreted  production  at  high  yields  has  been  achieved  using  Pichia  pastoris  as  a 
recombinant  system.  On  the  contrary,  the  production  of  recombinant  collagen‐like 
proteins with gel‐forming capacity remains still a challenge. This  is a drawback since gel 




recombinantly  produced  collagen  molecule  to  achieve  a  fully  folded,  triple‐helical 
conformation. The basis of the thermoreversible knots in gelatin is the characteristic triple‐




(P4H).  Because microbial  hosts  generally  lack  this  enzyme,  recombinant  production  of 







The  aim  of  this  thesis  is  the  design  and microbial  production  of  collagen‐inspired 
designer polymers, forming hydrogels without the need for prolyl‐hydroxylation, and 
with  pre‐defined  and  tunable  physical‐chemical  properties.  The  yeast  P.  pastoris  is 
used as microbial factory for the production of these proteins. In addition, we show that 
these new protein polymers  are an  attractive option  to  animal‐derived  gelatin  as  they 
appear to be potentially suitable for biomedical or pharmaceutical applications. 
 
In  chapter  2 we  describe  the  genetic  design,  recombinant  production  and  preliminary 
characterisation of a new class of ABA triblock copolymers forming thermosensitive gels 
with  highly  controllable  and  predictable  properties.  Gel  formation  is  obtained  by 
combining proline‐rich  collagen‐inspired  (Pro‐Gly‐Pro)9 end‐blocks  (T), which have  triple 
helix‐forming  ability, with  highly  hydrophilic  random  coil  blocks  (Pn or Rn)  defining  the 
distance between  the  trimer  forming end‐blocks. We  report  the secreted production  in 
yeast at several g/l of two such non‐hydroxylated ~42 kDa triblock copolymers, TP4T and 
TR4T. The dynamic elasticity  (storage modulus) of  the gels  from  these collagen‐inspired 
triblock  copolymers was  comparable  to  animal  gelatin with  a  similar  content  of  triple 
helices.  In  favourable  contrast  to  traditional  gelatin,  the dynamic  elasticity  of  the  new 
material,  in  which  only  one  single  (well‐defined)  type  of  cross  links  is  formed,  is 
independent of the thermal history of the gel. The novel hydrogels have a ~37 °C melting 















length.  The  experimental  results were well  described  by  an  analytical model  that was 
based on classical gel theory and accounted for the particular molecular structure of the 
gels,  and  the  presence  of  loops  and  dangling  ends.  These  results  suggest  that,  by 
controlling  the  structure  of  the  present  type  of  hydrogel‐forming  polymers  through 
genetic engineering  their physical‐chemical properties can be predicted, and  tailored  in 
order to match a specific application 
 
In chapter 4 we explored  the potential of hydrogels  from collagen‐inspired  triblock co‐
polymers as drug delivery systems. We studied the erosion and protein release kinetics of 
two of these hydrogel‐forming polymers,  i.e. TR4T and TR8T, differing only  in their mid‐





we  show  that  the  release kinetics of an entrapped protein  is governed by a  combined 
mechanism  of  erosion  and  diffusion.  The  prevalence  of  one  or  the  other  is  strongly 
















process.  The  fermentation  culture  reached  high  cell  densities,  and  all  proteins  were 
efficiently expressed and  secreted  into  the  fermentation medium at a concentration of 
~700‐800  mg/l  of  cell  free  broth.  The  downstream  processing  principles  elaborated 
previously at lab‐scale were successfully adapted to the larger scale and resulted in 80‐95  
% recovery. The purified proteins were intact and showed a similar performance to those 























When  I decided  to undertake a PhD  I was  far  from  imagining  that  I would  learn as 
much at a scientific  level as at a personal  level. Unfortunately,  this  thesis does not 
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